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緒 論
鑑識科学は, 犯罪 ･ 事故現場 に遺留された種々 の資料を科学的な方法で検査 し , 証拠
的価値を引き出すための学問で ある ｡ 鑑識科学が取り扱う証拠資料に 紋様々な物がある
ため , 証拠資料の検査 には, 自然科学の各分野 にお ける知乱 技術 が応用される
1)
｡ 血
軌 体軌 毛髪などの 生物学的試料からは , 形態学 軌 生化学的ある い は免疫学的な検
査によ っ て様々 な情報を得 る こ とがで きる ｡ 鑑定資料から得られる種 々 の 情報 の 中で も
ABO 式血液型は捜査情報と して の 必要性が高く, 警察鑑識にお い て は A B O式血液型検
査辻未だ重要な業務で ある.
A B O血液型物質は糖鎖で ある の で(Fig.
1), タ ン パ ク質抗原 に比 べ て 時間経過 に
伴う変化が少なく, 古い 鑑定資料からも
検出する こ とが可能で ある 2, 3)｡ また,
血液型物質は, 赤血 球 4)
～ 7) 以外にも,
唾液 B), 精液 9), 胃液 10), 毛髪 11), 骨 12),
爪 13) などほとんど全身に分布 して い る こ
とから, 事件 ･ 事故現場 に遺留された証
拠資料 の うち, 血液を始め分泌液, 体組
織など, かなりの 種類の資料からの検査
が可能で ある 2), 14)
～ 22)
｡ また , 日本人 に
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Fig･ 1 Stru ctu r e s of A BH blo cxlgro updete rmin a nts･
おい て 軌 A 型 :0 型 :B 型 ‥ A B型 の 比率は約4:3 :･2:1 で あり
23), 2 4)
, 他民族に比 べ
て特定の型 へ の偏 りが少なく, 血液型情報だけで もある程度の関係者の絞り込み が可能
で ある ｡ さ らに , 多くの 日本人は医療機関などで 血液型検査を行 っ て お り , そ の検査結
果は記録と して残 っ て い る可能性が高い ため, 個人情報として信頼性が高い ｡ こ の こ と
は, 対照資料との 比較が必要な D N A型鑑定とは異なり , 証拠資料 の血 液型鑑定結果が
直ちに捜査情報となり得るこ とを示す ｡ 近年 , 鑑定 に導入された D N A型検査法は, 特
定の染色体上 に存在す る高い多型性を持 つ 繰り返 し配列部位を利用 して グル
ー プ化す る
手法であり 25)
- 2 8)
, 鑑定資料と, 比較す べ き資料 (対照資料) とが同 一 で ある か, ある
い は異なるもので あるかを鑑定する場合 (異同識別) には極めて有効な鑑定手法で ある
が, 対照資料が存在 しな い場合 には, 鑑定資料の検査結果が得られて も情報と して は有
用で はない ｡ こ れらの 理 由により, A B O式血液型鑑定結界は未だ に捜査情報と しては
有用で ある ｡ また , D N A型検査は相当の 手間と時間を要す るため , 現場から採取され
た全て の資料 に D N A型検査を適用する こ とは現実的に は困難で あ るが, A B O式血液
型の検査は, D N A型検査 に進む前段階と して の ス ク リ ー ニ ン グテ ス トと して の 意味も
持つ ｡ 実際に全国 の警察本部科学捜査研究所で実施されて い る D N A型検査 の物件数は,
年間二 千数百件で あ る 29) が , 一 方 , A B O式血液型検査 の物件数は, 年 間約 1 9万件に
上 っ て い る 30) こ とか らも, 警察鑑識にお い て は ABO 式血液型検査が未だ重要な業務
である と言える｡ 刑法犯 の 認知件数が増加 の 一 途をた どる現状で 披
31)
, 今後処理 しな
ければならない 鑑定資料数 の増加が見込まれ, ス クリ ー ニ ン グテス トと して の A B O式
血液型検査法の価値もますます重要なもの にな っ て く ると予想 され る ため , A B O式血
液型検査を維持 して い くため の基礎的研究は今後も重要な課題で ある 0
警察鑑識における血液型検査は, 血液型物質を抗原抗体反応を用 い て検出する方法が
用い られ ており , A 乳 B 型 , 0 型ある い は A B型 の 型判定を行 っ て い る が, 臨床医
学の現場にお ける検査試料の よう に, 常に新鮮な赤血球を用 い た検査が可能なわけで は
なく, 溶血 した血液や斑痕化 した血軌 または体液や体液斑あ る い は毛髪や爪 な どの硬
組織を鑑定資料と した検査を行う必要がある ｡ そ の ため , 臨床検査とは異な っ た特殊な
検査技術の開発や, 微量な, ある い は古い現場資料から, 確実な血液型判定を可能にす
るための検査法の改良が, 現在で も重要な課題で ある｡ その 一 方で 血液型遺伝子 の研究
が進 み 32)
- 41)
, 遺伝子から A B O式血液型を推定する研究が行われ つ つ あ るが
38), 4 2) ～ 47)
,
表現型 の判定と遺伝子からの判定が食い違う例が報告されて おり
48'49)
, 血液型検査法
として導入するに杖まだ問題もある｡ さら に, 抗原抗体反応を用 い た検査は手技が簡単
で, 短時間で の 検査が可能で ある
一 方で , 遺伝子か らの 血液型検査には相当 の長時間を
要する ｡ こ の ため, 大量の鑑定資料の検査を行わなければならない第
一 線にお い て は,
全て の鑑定資料 に つ い て 遺伝子からの 血液型検査を行う余裕はなく, 抗原抗体反応を用
い た検査が今後も主流で あり続ける と予想される o
従来より, 抗原抗体反応を用 い た血液型検査 には ヒ トの血清中 に存在する抗 A凝集素
ぁるい は抗 B 凝集素を原料と して作製された検査試薬が使用されて きた
2), 1 7', 50)
｡ しか
し, 人道的な理由から, ヒ ト血清を原料と した試薬の製造が中止 になり, 検査試薬披
マ
ウス 由来の モ ノ ク ロ - ナル抗体に ほぼ全面的に切 り替わ っ たo 現在市販されて い る血液
型検査用 マ ウス モ ノ ク ロ - ナル抗体は, 輸血 に備えて の臨床検査など, 医療現場で使用
される こ とを目的 と して作製されて い るため , そ の 反応特性が分泌液や毛髪などの , 血
液以外の 鑑定資料からの検査 には , 必 ずしも適 して い るとは限らず, 従来より用 い られ
て きたヒ ト血清由来の検査試薬で 行 っ た検査結果と
一 致 しな い例 が多数確認された
51),
52), 53)
｡ 特に , 分泌型 唾液と非分泌型唾液 の検査結果が, 従来 の ヒ ト血清由来検査試薬
を用い た場合に得 られた結果とは異な るもの で あ っ た 息 お よび毛髪 から A 型 の 判定
が全く不可能で あ っ た点が極めて大 きな問題点で あり, A 型 の 判定に 剖ナる問題解決が
最優先課題で ある と考えられた o こ の ため, 血液型鑑定精度の向上を目的と して 以下の
研究を行 っ た｡
先ず, 重要な証拠資料で ある唾液の血液型抗原 に は , 分泌型 と非分泌型との間で相違
が存在す るか否か調べ た｡ なお , ヒ トは唾頼 ･ 精液な どの分泌液中に, A B O式血液型
物質を多量 に分泌す る分泌型と, 分泌 しない 非分泌型 の 二 通 り のタイ プ がある
54), 5 5)
o
白色人種の非分泌型で は, 唾液中に血液型物質を全く分泌 しな い が
56), 57)
, 日本人 にお
い て は , 少量の 血液型物質が合成され, 唾液中にも分泌され る
58), 59)
o 従 っ て , 日本人
の非分泌型唾液中の血液型糖鎖を分析する こ とは可能で ある ｡ なお , こ れまで に唾液タ
ンパ ク中の糖鎖を切り出 して分析を行 っ た報告はあ るが 60)
- 62)
, これ らは分泌型と非分
泌型を区別 して そ れぞれか らの 唾液を採取 して い るわ けで はない ｡ そ こ で 著者は, A 型
の と 卜から分泌型 ･ 非分泌型を区別 して , 唾液を採取 し , 血液型物質を保持する糖タ ン
パ ク質を分離し, さらにそれらが持つ 糖鎖の特徴を調 べ , 分泌型 と非分泌型との 間で 比
較を試み た(第 一 章)0
続い て分泌型 唾液と非分泌型唾液それぞれ の A 型物質に対す る抗体 の作製を試み た ｡
分泌型唾液と非分泌型唾液の 血液型物質の そ れぞ れを識別する抗体が存在すれば, 型判
定と同時 に分泌 ･ 非分泌の 判定も可能に なる｡ なお , 唾液の A B O式血液型物質に対 す
る抗体作製の 報告はあ るが 63)
～ 67)
, 全 て分泌型唾液を免疫 して作製 して お り , 非分泌型
唾液を免疫して A B O式血液型物質を認識する抗体を作製した報告はない ｡ しか しなが
ら , 前述の とおり , 日本人 にお い て は非分泌型で あ っ て も少量 の 血液型物質を唾液中に
分泌するの で , 日本人 の 非分泌型の 血液型物質を認識する抗体を作 る こ とは可能で ある
と考えられる ｡ さらに , 分泌型 ･ 非分泌型そ れぞれ の 唾液 を免疫 して作製された抗体 の
特異性が互 い に異なる可能性も考えられ る ｡ そ こ で , 分泌型 ･ 非分泌型 そ れぞれの 唾液
から得た血液型物質を保持する糖タ ン パ ク質を免疫 して マ ウス モ ノ ク ロ - ナル抗体 を作
製し, そ れらの反応特異性を比較した｡ そ の 結果, 特異性の 異な る数種類 の抗体が得ら
れた (第 二章)0
さらに, こ れら の抗体を鑑定に用 い た場合に , 血液型判定と同時に分泌型 ･ 非分泌型
の 識別が可能で あるか否か検討し, 作製した抗体 の実用化の 可能性を探 っ た ｡ また同時
に, 毛髪からの血液型検査 の 問題解決の ために , そ れぞれ の モ ノ ク ロ - ナル抗体間で の
熱安定性の差異に着目 して , 解離試験における加熱条件に つ い て の 基礎的な検討を行い ,
検査精度の改善を試み た｡ 続い て確立 した方法の ブライ ン ドテ ス トによ る評価を行 っ て 】
改良の効果を確認 した (第三章)0
第 一 章 分泌型 ･ 非分泌型 におけ る 唾液中 A 型糖鎖 の
単離と同定
A B O式血液型は, 1 901年に La血dsteiner によ っ て発見された最初の 血液型で
ある
54), 68)
｡ 各表現型 に つ い て は Tablel-1 に示 すとおりで あ る｡ A B O式血液型
物質は, 赤血球膜上 におい て は糖脂質および糖タ ン パ ク質中の Ⅳ -結合型糖鎖と
して存在し, 一 方 , 分泌液中や血清中 にはムチ ン な どの糖タ ン パ ク質中の 0-結
合型糖鎖と して主 に存在する 69)
- 7 1)
｡ また , ヒ トは唾液 ･ 精液な どの 分泌液中
に, A B O式血液型物質を多量 に分泌する分泌型 と, 分泌 しな い 非分泌型 の 二 通
りのタイ プに分 けられ る 54),
5 5)
｡ しか しながら , 日本人 の非分泌型個体にお い
ては, しば しば唾液中に少量の 血液型物質が存在す る こ とが認 められて い る 0
これまで 我が国では分泌型 と非分泌型の 識別は血液型物質を凝集阻止試験で半
定量的に測定する こ とで 行われて きたが, 分泌型と非分泌型 の 間で の型物質量
の 明確な境界は定められて い ない 14), 72)｡ なお , 日本人で は約 8割が分泌型 ,
約 2割が 非分泌型である 72)0
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分泌型 ･ 非分泌型 の 間 の遺伝的相異は , 以下 の ように説明され て い る ｡
A 型あるい は B 型物質は, H 物質の ガラク ト - ス 残基 の 3位 に α - D -N - ア セ
チル ガラク トサミ ン あ るい は α - D- ガラク ト - ス を転移す る こ とで それぞ れ合成
されるが 54), 7 3)
- 77)
, A 型 , B 型物質の原料となる H 物質は, α1,2- フ コ ー ス 転
移酵素により, 前駆体糖鎖の非還元末端に存在す るガラ ク ト - ス 残基の 2位 に
α - L - フ コ ー ス を転移す る こ とにより合成され る . H 物質の合成に関与する α
1
,
2- フ コ ー ス 転移酵素には H 遺伝子 によりコ ー ドされて い る酵素(FUT1)と,
se 遺伝子 によりコ ー ドされて い る酵素 (FUT2) の 二 種類がある 56), 78)
～ 82)
0
唾液腺などの分泌組織で は, se 遺伝子 によ る制御を受けてお り, H 物質の合
成は F U12 に依存する 74). 分泌型 と非分泌型 の 遠い は , こ の F U 乃が , 正常型
で ある か , あ るい は変異型で ある かとい う点で ある
56)･ 80), 81)
｡ 分泌型 は正常な
F U 72活性を有し, 唾液な どの分泌液中に大量 の A B O式血液型物質を分泌する ｡
一 方で非分泌型 汝 F U T2活性が失われて い るか, あるい は極めて弱い ため , 分
泌液中 へ の A B O式血液型物質の 分泌 は起 こ らない か, ある い は極めて 少ない ｡
なお , 最近 の知見に よれ ば F U72 の変異に は民族間におい て差異が認められ
58)･
83) ～g o)
, 日本人 の大多数の非分泌型 にお い て観察される A 385 Tの 変異を有する
個体で は , F U72 活性が正常型 の 2 - 30/.程度残存 して おり, そ の ため, 非分泌
型で あ っ て も少量 の 血液型物質が唾液中に分泌され る 58)･ 59). 一 方 , 白人 , 黒
人ある い は中近来系人種 に多く見られる変異は G 428 Tで あ るが, こ の場合はナ
ンセ ンス 変異となる ため酵素は合成されず,
.
従 っ て F U 72活性も現れない ため,
A B O式血液型物質の 分泌 は全く起 こ らない 56)｡ なお , 血球上 の H 物質の合成
は F U T2で 披なく , FUTl によ る制御を受け る. 従 っ て , 血球上 におい て は分
泌型 ･ 非分泌型 の 別 に関わらず A B O式血液型物質は存在する｡ 但 し, ボ ン ベ
イ型やパ ラボ ン ベ イ型 と称される変異型 で は , FU n をコ ー ド して い る遺伝子
上の変異が原因で , 血球上 の H物質の合成が不可能とな っ て い る 91)
- 93)
0
ま た, 分泌型 ･ 非分泌型 と関係の 深い 血液型と して , ルイス 式血液型がある
54),
68),7 9),94)- 96)
｡ルイス 式血液型 に は Lewis a(以下 Lea)物質を主 に合成する Le(a＋b-)
乳 Le wisb(以下 Leb)物質を主に合成する Le(a-b＋)型 , Le wis物質を合成 しな
い Le(a-b-)型 が存在する
96)
. Le
a物質は , H 物質の前駆体糖鎖で ある Galβ1-
3GIcN Acβ1構造の N - ア セ テル グル コ サミ ン残基 (GIcN Ac) の 4位 に, α1,3/4-
フ コ ー ス 転移酵素 (FUT3) の作用 により α - L - フ コ ー ス を転移する こ とで合成
される｡ また , Le
b物質は H 物質の N - アセ チル グル コ サミ ン残基の 4位に, 同
じく F U T3の作用 により α - L- フ コ ー ス を転移す る こ とに より合成される97)(Fig.
1-1)｡ こ の こ とから, 以下 の 関係が成り立 つ ｡
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Le(a-b＋)型 → 分泌型
Le(a＋b-)型 う 非分泌型
Le(a-b-)型 → 分泌型 ･ 非分泌型両方の 可能性
これまで述べ て きたよう に, 日本人 の非分泌型 にお い て は , 少量 の A B O式
血液型物質を合成し, 分泌す る こ とがで きるため, 非分泌型で あ っ て も唾液な
どの分泌液から血液型判定が可能で ある｡ しか しながら, 分泌型お よび非分泌
型唾液からの血 液型検査を市販モ ノク ロ - ナル抗体を用 い て 行 っ たと こ ろ , ヒ
ト血清由来の検査試薬を用 い て行 っ た結果と 一 致 しなか っ た例 が 認められ , 分
泌型 と非分泌型 の 間で は血液型抗原 に何らかの差異 が存在す る の で はない かと
考えられた｡ そ こ で , 鑑識科学的に重要で ある唾液か らの 血液 型検査 の精度向
上の ためには , 唾液中血液型物質の 分泌型 ･ 非分泌型の 間で の相違点を明らか
にする必要がある と考えた｡ なお , こ れまで に唾液中の糖鎖を分離 して分析を
行 っ た報告はある が 60)
-6 2)
, こ れらの 報告で は0型 1 名(分泌型) から採取 60),
o型 20人(分泌型 ･ 非分 泌型 の 区別は不 明) から採取 61)ある い は0型 1 名(分
泌型 ･ 非分泌型 の 区別 は不明) から採取 62) してお り, 分泌型と非分泌型それぞ
れを区別 して 唾液 を採取 し, 糖鎖を分離して 比較検討 した報告はな い ｡ 著者は,
A 型の ヒ トから分泌型 ･ 非分泌型 を区別 し, 唾液を採取 し, そ れぞ れの 唾液中
糖タ ン パ ク質の血液型糖鎖に つ い て 比較検討 した 98)0
第 一 節 唾液中 A 型糖タ ン パ ク質の 単離
唾液中の 血液型物質を保持する糖タ ン パ ク質は単 一 成分で あ るか否かを調べ
る ために, 先ずア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ トグラ フ ィ ー を用 い て 唾液中に存在する
血液型物質全 て を集め (Fig. 1-2), 次い で溶出 した分画を回収 し , SepharoseCし
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6Bを用 い たゲル減退を行 っ た ｡ そ の結果 , 分泌型で は回収 した成分 の 大部分が
ポイ ドボリ ュ ー ム に溶出され , さ らに低分子分画 にもわずかに ピ ー クが認 めら
れた(Fig. 1-3)｡ ポイ ドボリ ュ
ー ム に溶出された ピ ー ク は , モ ノク ロ - ナル抗体
を用い た E LIS Aにより A 型物質の存在が確認された｡ また , 低分子分画 に認
められた小さ い ピ ー クは, 回収の 後, 濃縮 し, モ ノク ロ - ナル抗体 を用 い た
E LISA あるい は ヒ ト由来抗A血清を用い た凝集阻止試験により , A 型物質の
存在を確認 した｡ 一 方, 非分泌型 で はポイ ドボリ ュ ー ム に溶出され る ピ ー クの
み が認められ た(Fig. 1-3)｡ 従 っ て , 血液型物質は分泌型 にお い て も非分泌型 に
おい て も主に Sephar o s eC し6Bの ポイ ドボリ ュ
ー ム に溶出され る糖タ ン パ ク質上
に存在する と考えられる｡
また, 分泌型 ･ 非分泌型 から得られた糖タ ン パ ク質が, 均 一 な物質で あ るか
否かを検討するため, キ ヤ ビラ リ ー 電気泳動を行 っ たと こ ろ , 分泌型 か ら得ら
れた糖タ ン パ ク質も, 非分泌型から得られた糖タ ン パ ク質も, ともに 1 本の ピ
ー クを与えた (Fig. 1-4). こ の こ とから 両者とも , 電気泳動的に均
一 な成分か
ら成り立 っ て い ると考えられる. なお , 両者を溌合 して分析 した とこ ろ, 一 本
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の ピ - クが得 られたため, 両者は電気泳動的に は同 一 と判断で き るもの と考え
られた ｡
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第 二節 唾液中 A 型糖タ ン パ ク質の糖組成
次に唾液中の血液型物質を保持する糖タ ン パ ク質の糖組成を, 分 泌型 と非分
泌型 の間で比較した｡
A 型物質を含有する糖タ ン パ ク質を得るために , A 型唾液をグア ニ ジ ン 塩酸
塩の存在下ゲル滝過で分離したとこ ろ , ポイ ドボリ ュ ー ム に血液型活性が確認
された｡ こ の分画を集め, キ ヤ ピラリ ー 電気泳動を行 っ たと こ ろ 1 本 の ピ
ー ク
を与えたため, こ の 分画中の成分は単 一 成分と見な し, こ れを分析試料と したo
糖組成分析の結果を Table1-2 に示 す｡ 得 られた糖ダン パ ク質の糖組成分析の
結果 , 主成分はガラク ト - ス (Gal), 〟 - ア セチ ル グル コ サミ ン (GIcN Ac), フ
コ ー ス(Fu c)および N - ア セ テル ガラク 卜サミ ン (GalN Ac) で あり, グル コ
ー ス
(GIc) および キシ ロ ー ス (Xyl)は検出されなか っ た . また, マ ンノ
- ス(Ma n)
はほ と.ん ど検出されなか っ た (Tablel
-2)｡ こ れ らの結果 から糖錬はム チ ン 型糖
鎖と推定された｡
F｡ c含量は, 分泌型 (Le(a-b＋)型) におい て は, 1.2 4n mol/pg proteinで あ っ たo
Table1-2 Sa c charide s c ompo sition ofs aliv ary m u cin &o m Japa n e se subjects･
Secretory Le wis
M o n o s a c charide(nm ol/ug pr otein)
status phe n otype Man Fu c Gal Xyl GIG GIcN Ac GalN Ac
Se cr eto r
Le(a-bづ trac e 1.24 1･60 N +⊃･ N工)I 1･58 1･ 2
Le(a-b-) tra c e 1.10 1･29 N J)I ND ･ 1･18 0･93
Non -s e cretor Le(a＋b-) tra c e 1.06 2･ 0 N D･ N D･ 2･20 0･75
Ma n : m a n n os e, Fuc :fuco s e, Gal:gala cto s e, Xyl: xylo s e, GIG :glu c o s e
GIcN Ac :N - a c etylglu c o s a min e, GalN Ac :N
-a c etylgala cto s a min e
N .D ∴ notdete cted ､
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一 方, 非分泌型で は1.0 6n m ol/pg protein で あり ‥ Fu c含量 は分泌型 の ほうが
高か っ た｡ また, GalN Ac 含量も, 分泌型(Le(a-b＋)型)で は , 1･12n m ol/pgprotein
で あり, 非分泌型で は 0.75 n m ol/帽 prOtein となり , Fu cと同様に分泌型 におい
て高か っ た｡ 分 泌型で Fu c含量が高い こ とは, 分泌型個体が遺伝的に高い F U 72
滑性を有 して い る こ とと矛盾しない結果で あり , また, GalN Ac は , ム チ ン型
糖鎖の コ ア構造におい て , セリ ン ある い はス レ オ ニ ン残基と結合 して い る糖で
あるが, 同時に A 型構造の末端に存在す る糖で も あり, 分 泌型 にお い て GalN Ac
含量が高い こ と臥 分泌型唾液 におい て , 血液型物質の 量 が多い とい う観察結
果に 一 致して い る ｡ 一 方 , Galおよび GIcN Ac 含量 は, 分泌型 (Le(a⊥b＋)型) に
おい て , それぞれ 1.60n mol/帽 pr Otein および 1.5 8n m ol/帽 prOtein で あ っ たが ,
非分泌型 ではともに 2.20n m ol/帽 pr Otein で あり , 非分泌型 で は分泌型よりも Gal
と Gl｡N A｡ の含有量が多か っ た｡ (Tablel-2)｡ 分泌型 ･ 非分泌型 とも に Galと
GIcN Ac の 量比がは ぼ1 : 1 であるとい う結果は, こ れらの糖鎖は Galと GIcN Ac
が結合 した構造を含む こ とを示唆し, これは糖鎖の中間構造と して 知られて い
る Galβ1-3GIcN Acβ1構造あ るい は Galβ1 AGIcNAcβ,構造 と推測され る
9 9)
o 非分泌
型の糖鎖におい て Galと GIcN Ac 比 が高い こ とは , Galβ1-3GIcNAcβ1 (あるい は
Galβ1 4GIcN Acβ1) 構造が非分泌型 におい て 多い こ とを示唆するも の で ある と考
えられた｡
なお, 前述 したように , Le(a-b＋)型はす ベ て 分泌 乳 Le(a＋b-)型 は全て非分泌
型で あり, Le(a-b-)型 は両方 の型 の可能性がある ｡ こ こ で は, Le(a-b-)型で分泌
型の 個体から得られた唾液に つ い て も糖組成を分析を行 っ た｡ そ の 結果, Gal
および GIcN Ac の含有量は非分泌型よりも低く, GalN Ac 含有量は非分泌型より
も高か っ た｡ なお , Lewis 抗原を有 しない 個体で ある にもかかわらずFu c を含
有する こ とが示され たが, こ の Fuc は A 型物質ある い は H 物質の構造中に存
在する Fuc で ある と考えられる .
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T h｡ mt｡n らの 唾液申ム チ ン の 糖組成分析の 報告によれば 100), ム チ ン 1 帽 当
たりの単糖は Fu cが約 o.8 nm ol, G alが約 1.4 n mol, GIcN Ac が約 o･9 nm olで
あり, こ こ で 示 した分析結果 に近い ｡ なお, Tbo mto nらが用 い た唾液の提供者
の血液型および分泌型 ･ 非分泌型の 区別が不明で あるため, GalN Ac 量 に つ い
て の考察はで きなか っ た ｡ また , A m e rongen ら
101)は , A 非分 泌型 唾液ムチ ン
中の Fuc 残基数はム チ ン分子 1 m ol当たり 444- 667個で ある と述べ て い る o 本
研究で得 られ たデ ー タから換算すると , A 非分泌型 にお ける Fu c残基数は約
1
,
00 残基とな っ た. 但 し , ムチ ン の 分子量 は 106Da と仮定 して計算 した
100),1 0 1)
o
なお , こ こ で用 い たタ ン パ ク質濃度は Low ry のタ ンパク定量法
102) で 測定 し ,
ウシ血清ア ル ブミ ン 相当量 に換算 した値で あり , ムチ ン の乾燥 重量とは必 ずし
も 一 致しない 可能性がある｡
第三節 唾液中 A 型糖鏡 の 同定
前節の結乳 分泌型と非分泌型との 間で , 唾液中糖タ ン パ ク質 の糖組成 に差
異が認め られ たの で , 続い て血液型物質で あ る糖鎖に は分泌型 と非分泌型との
間で差異が認 められ るか どうか検討した｡
唾液ム チ ン をを ア ル カリ還元処理 して糖鎖を切 り出 し , Sephade xG-50カラ ム
(カラ ム体積約1 32ml) を用 い たゲル滝過 によ る分離を行 っ たとこ ろ , 分泌型
におい て は分画番号 40番 (溶出体積 60ml)付近から 48番 (溶出体積7 2ml)
付近 にかけて い くつ かの 血液型活性を示すピ ー ク が観察されたが, 非分泌型 に
おい て は, 分画番号 40番付近 に 一 本の ピ ー クが観察されたの み で あ っ た(Fig･
1-5)o こ の結果 は , 分泌型 の持つ 糖鎖は, 非分泌型が持つ 糖鎖と同程度の分子
量か , それよりも小さい 分子量 を持つ こ とを示 して い る . 糖組成分析の結果 軌
非分泌型 にお い て は分泌型 に比較して , Galβ1-3GIcNAc (ある い は Galβ1-
1 6
4GIcN Ac)構造が多い ために平均する と長い糖鎖構造を持 つ 可能性を示 して い
るが, ゲル滝過 の 知見は, 糖組成分析の 知見と 一 致するも の で あ ると考えられ
る ｡
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Fig. 1
-5 Gel filtraion ofoligo s a c chari deslit - ted &o m saliv ary m u cino n a colⅦ m n(1･5c mi･d･ Ⅹ
75cm) ofSephadex G 150, equilibrated wi th 20m M N H.H C O,･ The oligo sa ccharide
c orlte nt Ofe a ch &actio n w a s an alyzed by an abso rbanc e me a s u re m e nt at 21 0n m(s olid
line). T he a ctivities of勺′pe -A (●) we reme a sured by E LIS A･ The barin e a ch figu re
in dic ate s丘･actio n spooledas atype
-A a ctiv e丘
･
actio n･
続い て ゲル滝過で 分画した血液型活性を示す糖鎖分画を陰イオ ン 交換ク ロ マ
トグラ フ ィ ー で分離した. 素通 り分画は中性糖鎖と考えられ, 溶出液の塩濃度
の 上昇と共に溶出する分画が酸性糖鎖で ある と考えられ る ｡ 分泌型 (Le(a-b＋)
型) に 如 ､て は , A 型活性は, 中性糖鎖分画(素通り分画)と酸性糖鎖分画(吸
着分画) に観察された (Fig. 1-6)0 Le
b滑性も 同様に中性糖鎖分画と酸性糖鎖分
画に観察されたが, Lea活性はほとん ど観察されなか っ た ｡ 分 泌型 (Le(a-b-)型)
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におい て も, 同様に A 型活性は, 中性糖鎖分画と酸性糖鎖分画に観察されたo
なお , Le(a-b-)型 はル イス 抗原 を有 しない の で , Le
a活性も Leb活性も観察され
なかっ た｡ 非分泌型 にお い て は, A 型活性軌 中性糖鎖分画 の み に観察された
が, Le
a活性は, 中性糖鎖分画と酸性糖鎖分画の 両方 に観察されたo また Le
b活
性が中性糖鎖分画に微弱で あるが観察された｡
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イオ ン交換ク ロ マ トグラ フ ィ ー の 結果 , 分泌型 ･ 非分泌型の 両 方におい て中
性糖鎖分画に A 型糖鎖が観察されたの で , 中性糖鎖分画を ア ミノ カラ ム H p L C
で分析して , 両者の 比較を行 っ た (Fig. 1-7)｡ 分泌型 にお い て は, 非分泌型で は
ほとんど観察されない溶出時間の早い ピ ー クが明瞭に観測された. また , 非分
泌型 におい て は, 溶出した ピ ー ク の ほとんどがほぼ同じ溶出位置に集中して い
た｡ ア ミノカ ラ ム H P L Cにお い て は, 短い糖鎖ほど早く溶出する傾向が観察さ
れる こ とから
103)
, 分泌型 軌 非分泌型よりも短い糖鎖を多く含有する もの と考
えられる ｡
(A) (B)
10 20 30 40 50 10 之0 30 40 50
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non-sec retorw e re sq parated by gel filtr血, n andio n
-exch ange chro m atography･ (A), The
oligosaccharide-alditol s amples deriv ed from s e c reto r･ ”), T he ohgosac charide
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第四節 考察
唾液中血液型物質の分泌型 ･ 非分泌型 の 間で の相違点を明らか にす るために ,
A 型の 分泌型 および非分泌型数名からそれぞ れ唾液 を採取 し, 血液型活性を持
っ糖タ ン パ ク質の分離を行い , さらにそれ らの 持つ 糖鎖の特徴を調 べ た｡
その 結果, 唾液中の 血液型物質は, 分泌型 ･ 非分泌型ともに 巨大分子量を持
っ 糖タ ン パク質上に存在する こ とが示されたが, 分泌型 で は こ の ほかに 2成分
存在する こ とが示唆された ｡ また , 血液型物質を保持す る糖タ ン パ ク質の糖組
成を比較 したとこ ろ , 分 泌型 と非分泌型と の 問で相違が認められ, 非分 泌型 に
おい て は Galβト3GIcN Ac (ある い は Galβ1 4GIcN Ac)構造が多い こ とが示唆され
た｡ さ らに , 糖タ ン パ ク質から糖鎖を分離 し, ク ロ マ トグラ フ ィ
ー によ る分析
を行 っ たと こ ろ, 分泌型で は非分泌型よりも短い糖鎖が多く存在す る こ とが示
された｡ こ れらの 結果 から, 唾液中 A 型糖鎖 には , 分泌型お よび非分泌型の 間
で特徴的な差異が存在すると考えられ るo こ の こ とは両者の 血液型物質の相違
点軌 量的なも の だけで はない こ と示 して い る ｡
分泌型 にお い て , 非分泌型よりも短い糖鎖が合成される可能性 に つ い て は ,
次の よう に考えられ る｡ 分泌型 は F U72活性が高く , 非分泌型で は低 い
56)･ 80),8 1'
ため, 唾液ム チ ン上で の 糖鎖合成過程にお い て , F U 72活性が高 い分泌型 で は,
Gl｡N A｡および Gal の転移 による糖鎖の伸長よりも Fuc 転移に よる H物質の合
成が優先して起こ るが , F Un 活性が低 い非分泌型で 披 , Fu c転移より糖鎖の伸
長の ほうが優先して起き ると考えられる (Fig. 1-8)｡ こ の ため , Fu c転移された
糖鎖軌 相対的に分泌型で は短く, 非分泌型 で は長い もの にな っ て い る と考え
られる｡ なお , 類似の知見が, 小腸 にお けるル イス 式血液型抗原を保持す る糖
脂質糖鎖にお い て観察されて い る が
104) - 1 06)
,
A B O式血液型物質における糖鎖
の 長さ の知見は本研究に おい て初めて 示されたもので ある o
20
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Fucal
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Fig･ 1-8 S lmplifieds che m aticdiagram ofa cyclicpathw ayfo
rthefo rm atio n of
A B Hstructu res.
分泌型 にお い て は A 型糖鎖および Le
b糖鎖が中性糖鎖分画および酸性糖鎖分
画に観察されたが , A 型糖鎖ある い は Le
b糖鎖は , 非還元末端に シ ァ ル酸付加
が起きる こ と披考え難い ため
99)
, 酸性基 軌 A 型末端は Le
b末端で はない 他の
部位に結合 して い るもの と推測される o なお , 非分泌型 におい て , 酸性糖鎖分
画に観察された糖鎖は Sialyl-Le
aで ある可能性がある 73)0
これ らの 結果 は, 分泌型と非分泌型との 問には , 従来考えられて きたような
血液型物質の 量的な差異以外にも, 型物質糖鎖の構成に相違が存在する とい う,
新しい 知見を示 して い るもの であると考えられ るo
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第二章 唾液中 A 型糖鎖に対する モ ノ ク ロ
- ナ ル抗体
の作製
第 一 章におい て著者は , 唾液申 A 型糖鎖は分泌型および非分泌型 の間で そ の
長さに差異が認められ る こ とを示 したo 続い て 本章で は, 鑑識科学的な検査に
適した抗体の作製を目指 して, 分泌型と非分泌型 の 血液型抗原 の相違点を認識
可能なモ ノ ク ロ ー ナル 抗体の作製を試み た
107), lo b)
｡ こ れまで に報告されて い る ,
A B O式血液型物質を認識する マ ウス モ ノ ク ロ - ナル抗体の 作製で は, 免疫原 と
して赤血球 109)
- 1 13'
, ガ ン細胞 114)
- 115)
, 合成抗原 116)等と並 んで , 唾液
63) ～ 67)
も用 い られて い る ｡ しか しながら, こ れらは分泌型個人 か ら得 た唾液 を免疫原
として使用 してお り, 非分 泌型個人より採取 した唾液を免疫原と して , A B O式
血液型物質に対 する抗体を作製 した例は報告されて い な い ｡ 欧米 人 におい ては
非分泌型 は唾液中に血液型物質を分泌 しない ために
56), 57)
, A B O式血液型物質
に対す る抗体を, 非分泌型唾液 の免疫によ っ て作製する こ とは不可能で あ る o
一 方, 日本人 の 非分泌型 の 唾液中には少量 の 血液型物質が存在 して い るが , 大
量に血液型物質を有す る分泌型唾液を免疫原と して用 い る方 が血液型物質に対
する抗体 の作製に は有利 と考えられたため, 非分泌型を免疫 して A B O式血液
型物質に対する抗体を作製 した例 がこ れまで無か っ たも の と推測され るo しか
し, 第 一 章で 明 らかに したよう に , 唾液中 A 型糖鎖には , 分泌型 および非分泌
型の 間で特徴的な差異が認められた こ とか ら, 分泌型 と非分泌型の 血液型物質
には免疫学的に認識可能な相違点が存在する の で はない かと考えられたo そ こ
で , 分泌型 の A 型物質に特異的な抗体, 非分泌型の A 型 に特異的な抗体の作
製が可能か否かを試みる ために, 分泌型および非分泌型唾液から分離した , 血
液型物質を保持す る糖タ ン パ グ質をそれぞ れ免疫して , モ ノ ク ロ
- ナル抗体を
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作製し, 得られた抗体 の 反応特性を検討 した
107), 108)
｡ さ らに , そ れぞ れの 抗体
が認識する糖鎖抗原構造を推定 した｡
第 一 節 新規抗 A 型抗体 の作製
A 型の 分泌型お よび非分泌型 の 唾液ム チ ン (以下そ れぞれ sM u および nM u)
を免疫原と して用 い , モ ノ ク ロ - ナル 抗体の作製を試み た｡ sMu お よび nMu 凱
A 型唾液を Sephar os eC し6 Bでゲル減退 して得 た o
sMu を免疫 したマ ウス の牌細胞とミ エ ロ ー マ 細胞を融合 して作製 したハ イ ブ
リド ー マ が産生す る抗体の うち, A 型三糖に対 する抗体を選別す る目的で , 令
成 A 型三糖が ポリア ク リル ア ミ ドに結合 した構造を持つ 市販合成抗原 に対する
ス クリ ー ニ ン グを行 っ た ｡･さ らに こ れら抗体 の sMu および nMu に対 する反応
を調 べ たと ころ, 免疫抗原 であ る sMu に対 して は全て が陽性で あ っ た｡ しか し
ながら, nM u に対 して は陽性で ある抗体と陰性で ある抗体が観察された ｡ こ こ
で得られた抗体 の うち , sMu の み に反応 し, nM u には反応 しない 抗体 を産生す
る細胞をク ロ ー ニ ン グし , 1株の ク ロ ー ン を得 た ｡ 同時に sMu と nMu の 両方
に反応 する抗体を産生す る細胞をク ロ ー ニ ン グ し2株 の ク ロ ー ン を得 た｡
一 方 , n M u を免疫 した マ ウス から作製した ハ イ ブリ ド ー マ が産生 する抗体
の うち , 合成 A 型三糖を認識する抗体を選別 した ｡ さらに これ らの 抗体の sM u
および nMu に対 する反応を調 べ たと ころ, 免疫抗原 で ある nMu に対 して は全
て が陽性で あり, また sMu に対しても全て が陽性で あ っ た｡ こ こ で 得られた抗
体を藤生する細胞をク ロ ー ニ ン グ し, 1株の ク ロ ー ン を得た .
得られた抗体は番号を附し, 続い て , サブク ラ ス を決定 した (Table2-1)｡ ま
た , 各抗体の sM u および nMu に対する反応は Fig. 2-1 に示す｡
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Table2-1 Produ ceda ntibodiesbyim m u niz atio n ofsal iv ary m u cin
Antibodies K 74 05 K74 2 1 K 7 4 22 K 7 51 6
Im m u n oge n sMu sMu sM u n M u
lim m un oglobulin s ubclas s IgM IgM IgM IgM
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Fig･ 2-1 Rea ctivity ofa nti-A m opo clon ala ntibodies
(m Abs)to s aliv ary m u cln. Re activityofm A bsto
2〟g/ miofthe saliv ary m u cin w astested by
E LISA. The av erage andthe sta ndard deviatio n
(n- 3)areindicated. T hedotted line sho w sthe cⅦt-
ofFlevelcalc ulated fro mthe abs orba n ce of
n ega也v e co ntrolw ells(wi血o山 s aliv a).
第二 節 新規抗 A 型抗体 の 反応特性
2-1抗体の合成抗原 に対する反応特異性
合成糖鎖を プ ロ ピル アミノ 基を介してポリ ア クリル ア ミ ドに結合さ せた市販
合成抗原を利用 して , 血液型 と関連する構造を持つ 糖鎖に対す る抗体 の反応を,
E LIS Aで調 べ た｡ Fig. 2-2 には, A 型 三糖 (GalN Acα ト3[Fucα1-2]Galβ1), A 型 二
糖(GalN Acα ト3Galβ1), N - ア セ チル ガラク 卜サミ ン(GalN Acα1-)お よび H type-1
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(Fu cα ト2Galβ1-3GIcN Acβ11) を結合させ た抗原 に対 する抗体の 反応 を示す｡ 全て
の 抗体が A 型三糖糖鎖の み に反応 し, それ以外の 血液型類似糖鎖, すなわち,
A 型 二糖 , ∧Lア セ チル ガ ラク トサミ ン , Htype-1 に対 して 反応 しなか っ た｡ な
お , 全て の抗体にお い て , Le
a (Galβ1-3[Fu cα1 4]GIcN Acβ1 ), Le
b (Fucα ト2Galpト
3[Fucα1Jl]GIcN Acβ1-) および B 型三糖 (Galα ト3Pu cα1-2]Galβ1)抗原 に対 して は反
応しない こ とを確認 して い る ｡ 従 っ て , 得 られ た抗体は全て A 型 に特異的な抗
体で ある こ とが明らかとな っ た ｡
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Fig. 2
-2 Re actio n ofa山i- A m o n ∝lon alami bodies(m Abs)withsynthetic
type-A relateda ntigenbo undtopolya cryla midebeyonda
propylamin ogr oupspa cer. ＋, type- Atris accharides(GalNAc al-
3『u cα1-2]Galβ1-);○, GalN Ac αI-3Galβ1- ;I, GalNAcα 1- ;
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2_2 唾液ム チ ン から切 り出した糖鎖に対する抗体の 反応
作製した抗体は, 抗原 と して用 い た唾液ム チ ン上 の A 型糖鎖を認識する抗体
で あると考えられた｡ 唾液ム チ ン上の A 型糖鎖は ペ プチ ドの ア ミノ酸残基に結
合した状態で存在 して い る ｡ そ こ で , 作製した抗体が, タ ン パ ク質に結合 した
状態の A 型糖鎖の み な らず, タ ン パ ク質から分離 した A 型糖鎖も認識する こ
とが可能か否かを調 べ る ために, A 分泌型および A非分泌型唾液ムチ ン よりア
ル カリ還元処理で切 り出 した 0一結合型糖鎖を , 直接 E LIS Aプ レ ー トに吸着さ
せて E LIS Aを行い , 各抗体の 反応 を比較した｡ 糖鎖試料濃度は 10帽 血lで行
っ たo K 7405および K 7421は, プ レ ー トに吸着させ た糖鎮との 反応 は認 められ
なか っ た ｡ しか し, K 74 22および K 7516は, 糖鎖に対 して 反応が認められた(Fig･
2-3)o
E:
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Fig･ 2-3 Rea ctivityofa nti-A m o n o clonalantibodies
(m Abs)to oligos acchari de-al ditol deriv ed fr o mA
sal iv ary m ucin . Rea cti vityofm A bsto10/上g/mi
of the oligosa ccharide- al ditolw astested by
E LISA. T he av er age and the standard deviatio n
(n=3)areindicated. T hedotted lin e sho w sthe cut-
offlev elcalcuhted fro mthe abs orban ce of
n egative controlw ells(witho uts aliv a)A
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K7405および K 7421は , プレ ー トに吸着させ た糖鎖と の反応 は認 められ なか
っ たが, こ れらの抗体は, 分泌型 唾液ム チ ン あ るい は A 型三糖に対す る反応が
確認されて い る抗体で あり, 特異性の高い抗A抗体で あ る｡ これ らの 抗体 は,
唾液ムチ ン上 の A 型物質あるい はポリ ア クリル ア ミ ドに結合 した A 型物質に
対して反応する抗体で あるが , 分離した糖鎖とは反応で きない 抗体で あ る こ と
から , タ ン パ ク質やポリア クリル ア ミ ドなどの高分子と結合した状態の A 型物
質を認識する抗体で あ る と推定された ｡ 一 方 , K 7422および K 75 16 は , 唾液ム
チン から分離 した糖鎖 に対 しても反応が認められた｡ こ れ らの抗体は , 担体高
分子 の存在の 有無 に関わらず, A 型物質を認識する抗体で あると考えられたo
なj3, E LIS Aに使用 した糖鎖は, 分泌型唾液 ムチ ン 由来糖鎖, 非分泌型唾液ム
チン 由来糖鎖ともに フ ェ ノ ー ル ー硫酸法により定量 し , 同濃度の溶液を使用 して
い る ｡ 従 っ て , ほぼ同量 の 糖に対 する反応 を調 べ て い る こ とに なる が, K 7422
とK 7516 の分泌型と非分泌型に対する反応 は大 きく異 な っ て お り , 分泌型 に対
する反応がは るかに強い もの で あ っ た ｡ こ の結果は試料と して用 い た糖鎖試料
溶液の中の A 型物質の 量的な差異を反映して い るもの と考えられ る ｡
Table2-2 Re a ctivityofm A bs withty pe- A saliv ary m u cin tr e atedu singse v eralpr o c edu res
a
Antibodies
Antige n s K7405 K7421 K 7422 K 7516
Untr e ated
sM u lOO
o
C/10min
l % T C Ac/25oC/lh
Un廿e ated
nM u l OoC/10min
1 % T C Ac/25oC/lh
10 0%
119 %
90%
n
.t.
也
n .t.
b
n .t.
ち
100% 10 0% 100 %
97% 101% 95%
92 % 89% 92 %
1 00% 100% 100%
120% 93% 105%
101% 73 % 84%
a Activityre m aining(asperc entage of untre ateds ample)一･
ち Not te sted
a Trichrolac etic acid
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2_3化学的ある い は酵素的にタ ン パ ク部分を処理 した唾液 ム チ ン に対 する抗体
の 反応
加熱処理 した唾液ム チ ン および トリク ロ ロ 酢酸に よりタ ン パ ク変性させ た唾
液ム チン に対 する各抗体の反応は, 未処理 ム チ ン に対する反応とほぼ同等 の強
さで あ っ た(Table2-2)o 従 っ て , タ ン パ ク質部分の変性は抗体の反応に影響を
及ぼして い ない と考えられる｡
しか しながら, タ ン パ ク質部分をプ ロナ - ゼ により切断 して 断片化した唾液
ム チン に対す る反応 は, 抗体により差異が観察された(Fig. 2-4)0 K 7405お よび
K 7421 の, 断片化 したA型唾液ム チ ン に対す る反応 は , K 7422や K 7516 の反応
と比較して著 しく低 い もの で あ っ た ｡
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Fig. 2-4 Reactivityofad -A m on oclo mi antibodies
(m Abs)to s aliv ary m u cin afterdigestion with
pro n ase･ Rea ctivity ofm A bsto2〟g/miof
digesteds aliv ary m u cin w astested byE LIS A･
The aver age a血d the sta ndard deviation(n= 3)ar e
indicated. T hedotted lin e sho w sthe cut- off lev el
calc ulated from the abs orba n ce ofn ega也ve
co ntrolw ells(witho utsaliv a).
K 7405および K 742 1は , 断片化 した唾液ム チ ン との 反応性が低か っ たが , こ
れらの抗体は 2-2 におけ る考察から, 担体高分子と結合 した A 型物質を認識す
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る抗体で あると考えられ る｡ こ こ で行 っ たプ ロ ナ - ゼ による ム チ ン の 断片化 は ,
糖鎖が結合 して い る担体高分子を断片化する操作で ある ｡ K 7405お よび K7421
の 断片化された唾液ムチ ン との 反応が弱い こ とは, こ れらの抗体が担体高分子
に結合した状態 の A 型物質を認識するとい う考察を支持する結果で ある と考え
られる｡ なお , 担体高分子は, 唾液ム チ ンの場合はタ ン パ ク質で あ り, 合成抗
原の場合はポリ ア クリル ア ミ ドで あるが , どち らの抗原 に対 して も K 7405 およ
び K 7421は反応 す る｡ こ の こ とから, これら の 抗体 により認識する構造に, ペ
プチ ド部分は含まれない と考えられ る｡
一 九 K 7422お よび K 7516 の断片化 した唾液ムチ ン に対す る反応 軌 K 7405,
および K 7421よりも高い も の で あ っ た｡ こ れは , 212 にお ける考察と同様に ,
K 7422および K 7516は A 型物質の担体高分子とは無関係 に A 型糖鎖と反応す
ると考えられ る ｡ また , 断片化 した分泌型唾液ム チ ン と断片化 した非分泌型 唾
液ム チ ン との 反応の 差異臥 両者に含まれる A 型物質の 量的な差異を反映して
い るもの と考えられ る ｡
こ こ まで示 した結果から, 作製 した抗体は A 型糖鎖を認識する抗体で ある が,
担体高分子に結合 した A 型糖鎖を認識する抗体と , 担体高分子 の存荏に関わり
なく A 型糖鎖を認識する抗体の 二 種類が存在する こ とが示 された｡ 前者の 抗体
(K 7405および K 7421) 凱 担体高分子から分離 した A 型糖鎖や, 断片化 した
担体上に存在す る A 型糖鎖は認識 しない ｡ また , 唾液ム チ ン に対 して反応 する
だけで なく, A 型糖鎖の み をポリア クリル ア ミ ドに結合させ て ある合成抗原 に
対して も反応で きる こ とか ら, 認識する抗原 に はタ ン パ ク質部分披含まれず,
A 型糖鎖に限られると考えられた. こ れらの こ とから, K 74 05および K7421は
複数の A 型糖鎖が集合した状態を 一 つ の抗原と して認識して い る可能性が考え
られる. また , 後者の 抗体 ､(K 7422および K 75 16) は, 単独の A 型糖鎖を認識
する抗体で あ ると考えられる ｡
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2_4化学的に糖鎖部分を処理 した唾液ム チン に対する抗体の反応
水酸化ナトリウム による 0 -結合型糖鎖の除去を行 っ た唾液ムチ ン に対 して は,
抗体は反応しなか っ た ｡ こ れは, 抗体 の認識す る抗原が 0-結合型糖鎖で ある こ
とを示 して い る ｡
また, 5 m M 過 ヨ ウ素酸ナトリウム処理により穏やかな条件で糖を酸化 した
唾液ムチ ン に対 する反応 を調 べ た (Fig. 2-5)｡ 過 ヨ ウ素酸ナトリウム処理を行
っ た分泌型ム チ ン を, K74 05および K 7421は認識で きなか っ た o しか し, K 7422
および K 7516は認識可能で あ っ た . こ れ らの 実験結果は, K 7405お よび K7421
の 認識する抗原決定部位は, K7422および K 7516 の認識する抗原決定部位より
ち , 過 ヨ ウ素酸によ る酸化分解の 影響を受けやすい こ とを示 して お り, K 7405
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Fig･ 2-5 Rea ctivityofand
-A m o n oclo nalantih)dies
(mA bs)to saliv ary m u cintreated wi th5m M
sodiu mperiodate･ Re activityofm Absto2〟g/ mi
of the s aliv ary m tlCintreated withs odium
periodate w astested byE LIS A･ The av erage and
the standa rd deviatio n(n- 3)areindic ated. The
dotted lin e sho w sthe cllt-0ff 1ev elc alculated 丘o m
the absorban ce ofn egativ e c orltr OIw ells(wi tho ut
s aliv).
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や K 7421 の認識する抗原と K 7422や K 75 16 の認識する抗原構造が異なる こ と
を示唆するもの と考えられる ｡
第三節 考察
鑑識科学的な検査 に適 した抗体の作製を目指 して , 分泌型 と非分泌型 の 血液
型抗原の相違点を認識可能な モ ノク ロ - ナル抗体 の作製を試み た ｡ 分 泌型およ
び非分泌型唾液から分離 した, 血液型物質を保持 して い る 唾液ム チ ン をそれぞ
れ免疫して , モ ノ ク ロ - ナル 抗体を作製 し, 得 られた抗体の 反応特性を検討し
た｡ そ の 結果 , 得られ た抗体は反応特性 の 異なる 3グル ー プ に分類可能と考え
られる ｡
Gr oup-1 : A 分泌型唾液ムチ ン の み を認識す る ｡ A 型糖鎖が密集 した状態を認
識す る と考えられる ｡
Gro up-2 : A 分泌型 ･ A 非分泌型唾液ム チン の 両方 を認識す る ｡ A 型糖鎖が
密集 した状態を認識する と考えられ る｡
Gr oup
-3 :A 分泌型 ･ A 非分泌塾唾液ム チン の 両方 を認識す る｡ 単独の A 型
糖鎖を認識す ると考えられる ｡
作製したこ れらの 抗体は , 分泌型 と非分泌型 に対する反応が異な っ て い たが,
これらの抗体が認識する抗原構造と, 分泌型 ･ 非分泌型 の 識別の関係 に つ い て
は以下の ように考えられ る ｡ 唾液中の A B O式血液型物質は, 唾液ム チ ン上 に
存在して い る こ とはよく知られて い る 70)｡ 唾液ム チ ン は, 高分子量の M Glと
低分子量 の M G 2か らなる こ とが知られて い る 101), 1 17)｡ M G l のコ ア ペ プチ ドは,
M U C5 B遺伝子 の産物が主成分で奉り
100)･ LIB) ～ 1 20)
,
一 部 M U C 4の産物も含まれ
るとの報告もある 121)｡ 一 方 , MG 2 のコ ア ペ プ チ ドは M U C 7により コ ー ドされ
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てい る こ とが知られて い る
122)
0 M G lは , い く つ か の 高度 に糖鎖が結合 したド
メイ ンから成り立 っ てお り 101), また M G 2は , 対照的に 1 つ の ユ ニ ッ トから成
るが, 分子内に多くの糖結合サイ トを含む
101)
0 MU C5 Bおよび M U C 7 の塩基配
列からは , 0一 結合型糖鎖の結合サイトで ある セ リ ン ある い はス レオ ニ ン残基を
多量に, 近接して有 して い るため, 糖鎖が密集して存在する, い わゆるク ラス
タ ー を形成 して い ると考えられる 123). 一 方, A B O式血液型物質は,Galβ1-3GIcN Ac
(あるい は Galβ1 4GIcN Ac)構造の末端に形成されるため
54), 73), 7 4)
,
ムチ ン型
糖鎖のい ずれ の 末端に も A B O式血液型物質が存在で きる可能性がある と考え
られる . 分泌型 と非 分泌型 との 相違点は, F U 72 の活性 の相違で あり 56), 80)･
81)
,
この 相違は唾液などの 分泌液中に分泌され る血液型物質の量 の 相違 に つ ながる
54)･ 68)
｡ すなわち, 非分泌型 におい て は糖鎖末端 における A B O式血液型物質の
量が少なく , 分泌型 にお い ては多くの糖鎖末端 に A B O式血液型物質が存在 し
てい ると考えられる ｡ 従 っ て , 分 泌型 にお い て は A B O式血液型物質がク ラス
タ ー 化 した構造が存在 して い る可能性が高い と考えられ る ｡ 一 方 , 非分泌型 に
おい て は, A B O式血液型物質の 量は少な,( , A B O式血液型物質の ク ラ ス タ
ー
が存在する可能性は低い と考えられる ｡ 本研究にお い て作製 した, Gr oup-1 に
属する K 7405は , A 型物質の ク ラス タ ー を認識する抗体で あ る と推定され るが,
A 分泌型唾液ム チ ン上 の ク ラス タ ー 化 した A 型物質を認識する ために, 分泌型
唾液 の みを検出す る こ とが可能で ある と考えられた (Fig. 2-6)｡ 一 方 , 非分泌
型唾液ムチ ン 上 にお い て は, A 型物質が量的に少な い の で , クラ ス タ ー 構造を
形成する こ とは考え にくく, そ の ために K 7405によ っ て認識される こ とはない
と考えられ る ｡
本研究にお い て作製 した Group-3 に属する抗体 軌 単 一 の A 型構造を認識す
る抗体で ある と考えられ るため､, 分泌型, 非分泌型 を問わず検出が可能で ある
と考えられた (Fig. 2-6)0
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なお, Gr oup-2の 抗体で ある K 74 21は , ク ラス タ
ー 化 した A 型物質を認識す
ると考えられ る
｢
が, 非分泌型唾液ム チ ンを認識する こ とがで きた｡ こ の 抗体が
認識する抗原につ い て はさらに検討が必要で あ る と考えられるo
Se c r eto r
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Fig･ 2-6 Hypothetic alstru cture s ofthe a ntlgen S re cogniz ed byK 74 05a nd K 75 16･
以上の よう に , A 型唾液ム チ ン上 の 血液型物質の 分布密度の相違を認識する
抗体を作製で きたと考えられ , こ れらの 抗体は分泌型と非分泌型との相違を認
識する こ とが可能で ある と考えられる ｡ 従 っ て , A 型 の 判定と, 分泌型 と非分
泌型の識別を同時に行う こ とが出来る検査用抗体と して有用 で あ る可能性が示
唆された｡
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第三章 新規抗 A 型抗体の A B O式血液型鑑定 へ の 応用
緒論におい て述 べ たよう に, 警察鑑識における A B O式血液型検査は, 抗原
抗体反応を利用 した検査が主流 で b
,
る ｡ 第 二章にお い て 反応特異性の異な る抗
A 抗体を作製 したの で , 本章で は, 作製した反応特性の異なる抗 A モ ノク ロ -
ナル 抗体の 血液型鑑定 へ の 導入 を試み た｡ 作製 した抗体の うち , 分泌型唾液と
非分泌型唾液に対す る反応性が最も対照的で あ っ た, K 74 05と K 7516の 二 つ の
抗体を用い て , 一 般的な鑑定手法に よる検査を行 っ た ｡ 先ず赤血球を試料とし
た凝集試験を試み, 続い て E LISA , 微量混合凝集法 , 吸収試験および凝集阻止
試験による体液斑痕の検査を検討 した 108)0
続い て モ ノ ク ロ - ナル 抗体 の 解離試験法 へ の 適用を試み た｡ 解離試験法は,
矢田 124), 125) により鑑定に導入された検査手法で あり, 斑痕試料や毛髪などの
検査 に幅広く利用されて い る ｡ 解離試験法は, (1)試料 - の抗体 の 吸乱 (2)
過剰な抗体の洗浄, (3)加熱によ る抗体の解離の 各段階か ら成り, 解離した抗
体は後から添加 した赤血球を凝集させ るの で , そ の 存在が確認で き る ｡ すなわ
ち, 抗A抗体が解離され , A 型血球を凝集させ た場合, 試料 は A 型 と判定され
る｡ しか しなが ら, 解離試験は上 に示 したい ずれ かの段階にお ける不適切な反
応条件が原因で , 正確な血液型判定が行われない場合がある ｡ こ の ため , す べ
て の反応条件が適切 に設定されて い な ければならない ｡ 反応条件ある い は操作
条件の設定は検査試薬および試料に合わせ て行われ る ベ きで ある と考えられる
が, こ れまで はこ の ような条件設定の試み はなされて い ない ｡ そ こ で , 上記の
解離試験の各段階における条件の見直しを行 っ た ｡ 先ず著者は試料に 吸着 した
抗体を解離させる際の加熱条件を適切なもの にする必要があると考えた｡ 検査
試薬として用 い られ る モ ノ ク ロ - ナル抗体は単 一 の 抗体から成るため , 全 て の
性質が同 一 なタ ン パ ク質の集合体で ある と解釈 で きる ｡■従 っ て , 抗体が安定に
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作用で きる条件は, ポリク ロ ー ナル抗体 に比 べ る と , 極めて 限られたもの にな
ると考えられる｡ こ の こ とから加熱条件はポリク ロ ー ナル 抗体を使用する場合
よりも厳密に設定される べ きも の で あると考え, 実際に解離温度が抗体の安定
性に影響するか否かを確認する ため に, 市販抗体を用 い て 血痕 に付着させ た抗
体の最適な解離温度を調 べ た ｡ 解離した抗体量は合成血液型抗原を固相に 吸着
させ たプ レ ー トを用い た Ⅲ JIS Aで 測定 し, 合成抗原 へ の 抗体の結合量を半定量
的に測定した 126). こ の 方法で 駄 酒性を失っ た抗体は抗原に結合で きない ため,
結合能力を保持して い る抗体のみ を測定で きる利点がある ｡ なお , 過去に おけ
る解離条件の検討で 臥 解離した抗体の 量 を , 添力自した血球の 凝集の 程度から
推測 して おり 127), 解離 した抗体量 の 測定に E LIS Aを導入 した例 は今まで報告
されて い ない ｡
さらに , モ ノク ロ - ナル 抗体を用 い た解離試験を毛髪 の 血液型検査 に導入す
る こ とを試み た｡ 毛髪は , 血液 , 体液と並ぶ重要な証拠資料で あ る｡ 毛髪中に
も A B O式血液型物質が存在する こ とが証明され 11), それ は糖脂質で あると報
告されて おり 128)
- 13 1)
,
これ ら血液型物質は毛髪中の髄質 132), 13 3)および皮質
134)
の 両方に存在する と考えられて い る｡ こ れまで の著者の検討で は
51) - 53)
, 解離
試験法を用い て 毛髪 の 血液型検査を行う場合, 定法 に従 っ て モ ノク ロ - ナル 抗
体による検査を行 っ て も , A 型 の 証明が不可能で あり, 従 っ て 血液型 は判定不
能で ある とい う結果 しか得られて い ない ｡ また , Nagaiらも, 市販 モ ノク ロ -
ナル 抗体で の 毛髪 からの 解離試験にお い て は, 満足で き る成績を得て はい ない
136)
｡ そ こ で , 確実に毛髪 からの血液型判定が可能になるような検査法を早急 に
確立しなければならない ｡ なお , 解離試験以外の方法による毛髪の 血液型検査
として は, 髄質を染色して血液型判定を行う組織免疫染色法
132), 133) が報告さ
れて い るが, 毛髪に は必ずしも髄質が存在するとは限らな い ため, 組織免疫染
色法は, 試料として無髄の 毛髪 を用い た場合に は型判定が不可能で あるとい う
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欠点がある ｡ 一 方 , 解離試験は毛髪 の髄の有無にかかわりなく血液型判定が可
能で あり, また , この 検査手法は血痕や体液斑痕などの血液型検査に導入され
て い るため, 全国に広く浸透 した方法で ある｡ こ れら の理 由から , 著者は解離
試験を毛髪からの 血液型判定の 手技として最適で あ ると考え , 毛髪 の検査 に適
した条件の確立を目指 し, 毛髪試料を用 い た場合 の最適な温度および時間を検
討した｡ 得られた結果 に基づ い て 毛髪 からの確実な血液型検査法を確立し, 蘇
い て確立 した方法の ブライ ン ドテ ス トによる評価を行 っ て 有効性の確認を行 っ
た 135)0
第 一 節 新規抗 A 型抗体 の体液鑑定 へ の 応用
1-1赤血球 の血液型検査
赤血球の血液型検査を試み た ｡ なお , A 型 の 亜型で あ る A2型 との 区別 の ため ,
通常 A 型お よび A B型 と称され る型 を , 本節で は Al型お よび AIB 型 と称 する ｡
赤血球に対 する反応 の 検討の 結果, 検査 を行 っ た抗体は全て Al型血球 を凝集
させ た｡ また, Al型血球 に対 する力価を 128倍に調整 した後に , 他 の 型 の 血球
に対する凝集力 の 有無を調 べ たとこ ろ, AIB お よび A2B 型 の血球を凝集させ る
こ とがで きたが, B 型 , 0 型血球は凝集させ る こ とがで きなか っ た｡ A2型は A
型合成に関わる GalN Ac 転移酵素の遺伝子上にお ける塩基置換に伴う アミ ノ酸
置換と, 塩基欠損に起因する フ レ ー ム シ フ トに伴う酵素タ ン パ ク質の C末端側
の伸長が起き, その結果 A 型合成酵素の活性が変化 した亜型 で あ り
137)
, A l型
と比較 して A 型物質量が少ない こ とが大 きな特徴で あ る｡ また , A l型で は観
察される赤血球上の 3型糖鎖の A 型物質を A2型 は持たない 13
8)とい う報告も
ある o なお , A2B 型は A2型qalN Ac転移酵素と B 型酵素を併せ持つ 亜型で あ
る ｡ また , 0 型血球の検査にお い て は, Pl抗原 (ネオラ ク ト糖鎖を骨格と し ,
3 6
Gala l_4Galβ1-を非還元末端に有す る) を持つ 個体 (pl型) と持たない個体 (P2
型) の 両方 の 血球を検査 に用 い たが, どち らも凝集されなか っ た こ とから, Pl
抗原 に対する交差反応は起きて い ない と結論で き る｡
1_2 E LIS Aによる唾液の 血液型検査
1
,
500倍に希釈した各型 の 唾液の 血液型検査を, E LISA を用 い て 行 っ た(Fig･
3-1)｡ 全 て の抗体 にお い て , B 型あるい は 0 型 唾頼 に対 する交差反応は観察さ
れなか っ た ｡ K7405は Al分泌型唾液および AIB 分泌型唾液に対 して強く反応
した｡ しか し, A2分泌型唾液 に対 して は , Al型 唾液 に対 する反応 の 約 1β 程度
の 反応 を示 し, ま た Al非分泌型 唾液および AIB 非分泌型唾液 に対 して は反応
しなか っ た ｡ A2分泌型 唾液も , Al非分泌型も, とも に A 型物質が Al分泌型と
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比較して 少な い 型で ある ため , K 7405は血液型物質の 量 が多い 場合に の み 認識
可能な抗体と考えられた ｡ 一 方 , K 75 16は Al分泌型唾液および AIB 分泌型唾
液 に対して強く反応 し, ま た, A2分泌型唾液に対 して は , Al分泌型唾液に対す
る強さと同程度, また Al非分泌型 唾液に対して も, Al型唾液に対する反応の
約70%程度の 反応が観察された ｡ なお, 同じ分泌型で あ っ て もLe(a-b十)とLe(a-b-)
の 両方の可能性が存在するが , Le(a-b＋)の Al分泌型 唾液と Le(a-b-)の Al分泌型
唾液 に対する反応に差異は認められなか っ た ｡
1-3微量混合凝集法 (M C A R) によ る唾液斑の 血液型検査
M C A Rを行 っ たと こ ろ, K 7405を用 い た検査 の結果 Al分泌型お よび AIB 分
泌型唾液斑痕上 に指示血球の凝集が観察された｡ しか し, Al非分泌型, AIB 非
分泌型唾液斑痕に対 して は全く反応 しなか っ た ｡ 一 方 , K 7516を用 い た検査 の
結果は Al分 泌軌 Al非分泌乳 AIB 分泌型 および AIB 非分泌型唾液 の い ずれ
の 唾液斑痕上 にお い て も , 指示血球の 凝集が観察された ｡ なお , B 型お よび 0
型唾液斑痕に対 して は反応 は観察されなか っ た ｡ Al分泌型お よび Al非分泌型
唾液斑に対して行 っ た M C A R の結果を Fig. 3-2 に示す｡
1-4吸収試験および凝集阻止試験に よる唾液斑 の検査
吸収試験にお い て 軌 Al分泌型および分泌型 唾液 により K 7405も K 7516も
吸収されたが, Al非分泌型および AIB 非分泌型唾液 によ っ て は K 7516 の み が
吸収され, K 74 05は吸収されなか っ た｡ こ の こ とは, K 74 05は分泌型 唾液のみ
型判定可能で あるが, 非分泌型 は判定で きな い こ とを示し , 一 方 K 7516は分泌
型 ･ 非分泌型 の いずれからも型判定可能で あ る こ とを示して い る ｡ なお , K 7405
と K 7516の い ずれの抗体も,B型 および 0 型 の 唾液に は吸収されなか っ た(Table
3-1).
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Flg･ 3-2 Redts of the mi刃d cen 嘘 h血 血 rcac血 on sdivary stans obtained Bon se c 'eto rand
n on -s ∽tor wo nindicad . AndA 皿丘bodies q s ed w m K 74 05and K 7 51 6. ロ岳i喝 K 74 05,
ag ghh atio n s w erObserved o nthe s alivazy stain obtdn ed 血皿 S ∝ ret Orbtzt noaggl11血 adon
w as obse rv ed o nthe salivary staln Obtained 丘o m n o n-BeC retOr. BytlSing K7516,agghltinadons
were observedon 也8 Sdivarystain sobtaincdfrcm bothsecrctor andn a n-s c cr 6tOr.
凝集阻止試験の結果, K7405に対 して は, Al分泌型唾液は阻止価1 28倍, Al
非分泌型 唾液は阻止価 8倍で あ っ た ｡ こ の 結果 は, K 7405は, 非分泌型唾液を
用 い て抗体 の反応 を阻害させ ようとすれば, 分泌型 よりも非分泌型 の ほうが濃
度 の高 い唾液が必要で ある こ とを示 して い る｡ 一 方, K 7516に対 して は , 同 じ
唾液を用 い て の実験で, Al分泌 , A.非分泌型唾液ともに阻止価 4096倍で あ っ
た｡ これは, K 7516抗体に関 して は, Al分泌 , Al非分泌型唾液とも同じ濃度で
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Table3-1 Ap plicatio n of K 7405a nd K 7516 fo rdete ctl ngA substa n c e sfro m s aliv arystains
sa mples A bs o rptio n
-te st E LISA M C A R ?nehTbagbSliu.t ntaetsi.o.n
K 7 4 0 5K7 51 6 K 7 4 0 5 K 7 51 6 K 7 4 0 5 K 7 5 1 6 K 7 4 05 K 7 5 1 6
Al -S e Cr etO r
Al - n O n- Se Cr etO r
B-s e cr eto r
B- n o n- s e c reto r
0- se cr eto r
0_ n o n- s e creto r
AIB-s e c reto r
AIB- n o n- se cr eto r
＋ ＋ 1 2 8 4 0 9 6
8 4 0 9 6
a .t. * * n .t. * *
n .I. * * n .I. * *
n .t. * * n .I. **
n .t. * * n .I. * *
n上 * * n .t. * *
n .t. * * n上 * *
＋:Po sitiv e r e a ctio n
- :Negativ e r e a ctio n
*
:Inhibitio ntiter
* *
:Not te sted
抗体の 反応を阻止で きる とい う こ とを示 して い る ｡
以上の 結果 を Table3-1 にま とめる ｡ 唾液あ るい は唾液斑 に 関 して は, 吸収試
験, E LIS Aお よび M C A R法 を用い た場合, 分泌 型唾液 と非分泌型体唾液の明
確な識別が可能で あり, 鑑定に応用 した際には, 資料か ら A 型 の 判定と同時に
分泌型 ･ 非分泌型 の識別が可能で ある と考えられる ｡ また, 凝集阻止試験で は,
K 75 16を用 い た場合で は, 分泌型と非分泌型唾液は同程度 の阻止価を示したた
め, 両者の 識別 は不可能で あるが, K 7405を用 い た場合, 分 泌型 の阻止価と非
分泌型の阻止価 の間に大きな差が認められ, 両者の識別が可能で あると考えら
れた｡
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第二節 新規抗 A 型抗体を用 い た解離試験法の確立と毛髪の 血液型鑑定 へ
の 応用
著者はこ れまで に市販モ ノ ク ロ - ナル抗体を用 い た解離試験の検討結果を報
告して い るが, こ れまで 用 い られて きた定法
139) どお りの操作で は, 必ずしも
生物試料から の血液型検査が可能とは限らず
51)
, 特に毛髪 の A 型 が検出不能で
ある こ とが, 証拠資料からの A B O式血液型検査 にお ける重要な検討課題とな
っ て い た 51)
-5 3)
｡ 従来より行 われて い る解離試験の条件は ヒ ト由来抗血清を用
い る場合の検査条件で ある ため, マ ウス 由来モ ノ ク ロ - ≠ル 抗体 には適さない
可能性が考えられた｡ 著者は抗体の熱安定性に着目 し, 吸着 した抗体を試料か
ら解離させ る際の加熱条件を適切なもの にする必要 がある と考え, モ ノク ロ
-
ナル 抗体の解離試験におけ る解離温度, 解離時間の条件を再検討 し, マ ウス 由
来モ ノ ク ロ - ナル 抗体 に適 した解離試験条件を確立する こ とを目指 した ｡
2-1 血痕からの解離にお ける至適温度の検討
従来の ヒ ト由来抗血清を使用 した解離試験におい て は, 解離温度と して 55
o
C
を用 い て い たが, マ ウス モ ノ ク ロ - ナル抗体は, ヒ ト由来抗血清とは動物種が
異なる こ と, また単 一 の 性質を持つ 抗体の集合体で ある こ とから, そ の 熱安定
性を ヒ ト由来抗血清と同 一 視する こ とはで きな い と考え, 最適な解離温度を調
べ た ｡
試料として 血痕を用 い た場合の 至通解離温度を検討 した結果を Fig･ 3-3 およ
び 3_4 に示 す｡.至通解離温度は, 使用 した抗体に よ っ て 差異が認められた｡ 抗
A 抗体にお い て 凱 ビオテ ス ト社製, 和光純薬製, 国際試薬社製およびイ ム コ
ア 社製抗体は 54oCが至通解離温度で あり, オ ー ソ社製抗体披 52
o
Cが至通解離
＼
温度で あ っ た . また, 高温域にお ける抗体 の失汚が顕著に認 められ た｡
一 九
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抗 B 抗体 におい て は, ビオテ ス ト社製および国際試薬社製で は 56
o
Cが至通解離
温度で あり, オ ー ソ社製およびイムコ ア社製抗体で は 50
o
C にお い て , 最大 の抗
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体解離量を示 した｡ ま た, 和光純薬社製抗体にお い て は温度によ る影響は認 め
られなか っ た ｡ ビオ テ ス ト社艶 和光純薬製および国際試薬社製抗 B 抗体にお
い て 軌 抗 A 抗体の ような, 高温度域における顕著な抗体の失活は観察されな
かっ た｡
なお, 温度を変動要因とする分散分析の結乳 抗 A 抗体に つ い て は全 て の 製
品で , 抗 B 抗体 に つ い て は , ビオテ ス ト社製, イ ム コ ア社製および国際試薬製
の抗体で, 温度による抗体解離量 に は有意に差が認められたo
また , 第二 章で作製 した抗体で ある K 75 16 を用 い て 至通解離温度を検討 した
とこ ろ , 至通解離温度は5 6
o
C であり, 市販の検査抗体よりも高温で安定で ある
こ とが明らかとな っ た｡
2_2 毛髪 からの 解離にお ける至通解離温度 ･ 解離時間の 検討
続いて, ビオテ ス ト社艶 和光純薬製および*
J )社製抗体を用 い て , 毛髪
試料に吸着された抗体を解離させ る際の 至通解離温度を調 べ た ｡ 毛髪 1･5 c m を
圧挫し, 内部を露出させ , 抗体を吸着後洗浄 した｡ さらに抗体が吸着 した毛髪
を様々 な温度で加熱 して抗体を解離させ , 解離 した抗体を E LIS Aで 測定 し, 解
離した抗体量を比較 した｡
抗 A 抗体に つ い て は , 和 光純薬社製の抗体の最適解離温度は 53
o
C - 55
oCの 間
と考えられ , 解離温度の影響はあまり認められない ｡ また , ビオテ ス ト社製抗
体は明らか に 53oCが最適な解離温度で ある ｡ ま た, 抗体 の解離畳も こ こ で調 べ
た抗体の中で は最も多い こ とが示唆された. オ ー ソ社製の抗体は解離温度の影
響をあまり受けない と考えられるが, 抗体の 解離量が こ こ で 調べ た抗体の中で
は最も少なか っ た(Fig･ 3-5)o
一 九 抗 B 抗体に つ い て 軌 和光純薬社製の抗体の最適解離温度は 55
oC, ど
オテ ス ト社製抗体は 53
oC が最適な解離温度で ある｡ また, 抗体の解離量は和光
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純薬社艶 ビオテ ス ト社製の 間で大差は認められなか っ た ｡ オ J )社製の抗体
は解離温度の影響をあまり受けな い と考えられるが, 抗体の解離量が こ こ で調
べ た抗体の中で 汝最も少なか っ た(Fig･ 3-6)o
こ こ での 実験の結果から, 至通解離温度は抗体に よ っ て 違い があ る こ とが推
測された｡ なお , 温度を変動要因とする分散分析を行 っ たが, 温度 に よる抗体
解離量の 変動には有意差は認められなか っ た ｡
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続 い て , 最適な解離時間を検討 した｡ 解離温度と して 53
oCを用 い た実験の結
果 , 至通解離温度には各社 の抗体の間で違い が認 められ た｡ 抗 A 抗体で は, 和
光純薬社製の抗体は, 解離時間10分まで は, 解離 した活性を有す る抗体量は
増加し, 10分以降は徐々 に低下した｡ ビオテス ト社製の抗体は解離時間5分で
活性を有する抗体 の解離量が最大となり, 1 0分後で は, 活性を有する抗体の 量
は明らかに低下した. オ ー ソ社製の 抗体は解離時間 2分で最大の活性を有する
抗体 の解離量を示し, そ の後は解離量は低下 した(Fig. 3-7)｡ 以上の こ とから ,
長す ぎる加熱時間は , 解離 した抗体の失活を招く こ とが認め られた ｡
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ヒ ト由来抗血清を用い た解離試験で は, 解離は 10分で ほぼ完了 し , 以降少
なくとも 2 0分まで 臥 十分な活性を保っ て い る とい う報告
127) があり, ヒ ト
由来抗血清は比較的熱安定性が高い もの であ っ たと考えられる｡ なお , 従来 の
検査条件と して 軌 矢田 140)を始め 55
o
Cで 1 0分を使用して い る例 が多い が 127)
14 1) - 14 3)
, 5 6
o
Cで 1 5分 144) や , 5 2oCで 1 0分 145), 5 2
o
C で1 5分 136), 5 0- 55
o
C
の範囲内で 1 0分 139), 1 4 6) の条件を用い る例も報告されて い る . い ずれの条件で
も, 毛髪からの ヒ ト由来抗血清を用 い た血液型検査は可能で ある の で , ヒ ト由
来抗血清は検査条件に厳密性を要求しない 試薬で あ っ た こ とが言 える 0
2_3 A B O式血液型判定方法の検証
毛髪の検査用 に確立 した, モ ノ ク ロ - ナル抗体を用 い た解離試験 の 手順披以
下の とお りで あ る｡
(1)毛髪試料を中性洗礼 丸 メタノ
ー ル で洗浄 した後, エ ー テ ル で脱脂す る ｡
(2)毛髪試料をプ レス 式圧挫機を用 い て 圧挫する o 圧挫 した毛髪試料を抗 A 札
抗 B 用, 抗H用 と して 2c m :1c m :1c m に分割する｡
(3)ア クリル製血清希釈盤 の ウ ェ ル 内に抗 A , 抗 B 抗体 (和光純薬製) および抗
H レクチ ン (ホ ー ネ ン社製) をそれぞれ 一 滴づ つ 滴下 し, 圧 挫 した毛髪試料
を浸して抗体を感作さ せ る . 4
o
Cで 一 晩静置す る｡
(4)洗浄液七 して 0･05
0/o Tw ee n20添加生理食塩水を満た した 3本の 試験管に,
抗 A, 抗 B, 抗 H 抗体を感作させ た毛髪試料をそれ ぞれ移 し , 試験管を転倒
混和乳 氷冷下, 洗浄液を吸引す る｡ この 洗浄操作を, Tw e e n20添加生理食
塩水で 2回, 生理食塩水で 3回行う｡
(5)試験管を氷から取り出 し, 解離液として , 0･5%ゼ ラチ ン 生理食塩水溶液を
パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ トで 一 滴加えるo 試験管の 温度を室温まで戻 して から, 恒
温水槽内にお い て 53
oCで 10分間加温する｡
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(6)パ パ イ ン処理 した指示血球浮遊液(A B O型 ともに) を加え, 1,000rpm で
1 分遠心 し, 凝集を観察して判定する ｡ なお, 血球の パ パ イ ン処理 の 方法
は, 常法に従 っ た 147)0
上記の 方法は, い く つ かの 点が従来の検査手法から改良されて い る｡
第 一 点は , 解離温度と解離時間で ある｡ こ の 根拠は, 前述の とお りで ある｡
第二 点は, 解離液にo.50/.ゼラ チ ン漆加生理食塩水を用い て い る点で ある . 従
莱, 解離液には生理食塩水を用い て い たが , 解離液中にゼ ラチ ン
148) - 150) ある
い は血清 145) を沫加す ると検出感度が向上す る とい う報告がある ｡ 毛髪 は, 斑
痕試料と比較す ると少量 の 試料 しか入手で きない 場合が多い の で , 毛髪の検査
におい て は検出感度を上昇させ る 必要がある ｡ そ こ で , 解離液 にはゼ ラチ ン を
添加 する こ とと した ｡
第三点は, 指示血球に はパ パ イ ン処理 を施 した血球を使用する点で ある ｡ 赤
血球をパ パ イ ン 処理 す る こ とにより , 赤血球表面上 に存在する膜タ ン パ ク質を
除去する こ とがで き る ｡ そ の ため , 未処理血球と比較して , 電荷を帯びる こ と
が少なく, 電荷に起因す る赤血球同士の 反発を抑制する効果がある o 従 っ て ,
赤血球同士が接近 しやすくなり, 抗体 による凝集が起 こ りやすくな る
151)
｡ その
ため, 微量の 抗体を解離させ て , そ の解離さ せ た抗体の存在を血球凝集に よ っ
て確認す る毛髪 からの解離試験で 軌 凝集力が高い パ パイ ン処理 血球を使用す
る こ とが望ま しい と考えられた 1 4 4)｡
試料量 は, 抗 A 抗体を感作する試料と して 2c m , 抗 B 抗体お よび抗 H レク
チンを感作す る試料と して 1cm を使用 した｡ なお , 予備的な検討として, 各
抗体 につ き1.5 c m を用 い て 血液型判定を行 っ たとこ ろ, 正解率 90%で あり,
おおむね良好で はあ っ たが, A 型 毛髪を 0 型 と誤判定するミスおよび A B型 毛
髪 を B 型 と誤判定するミス が多か っ た
152)
｡ こ の 対策と して試料量を増やす必
要があると考え, 感作する抗体によ っ て , 異な る量の 毛髪を使用する こ ととし
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た｡
確立 した方法で ブライ ン ドテ ス トを行 っ た結果を Table3- 2 に示す
153)
｡ 毛髪
試料 60本の A BO 式血液型検査を行 っ たと こ ろ, 正 しく型判定で きた試料は 5 8
本で あり, 判定保留と した試料は 2本で あ っ た ｡ なお , 誤判定は見られなか っ
た｡ 判定保留と した 2 本の うち 1 本は, A 型毛髪で あ っ たが, 抗 A 抗体の凝集
が弱か っ たもの であり , もう 1 本は, B 型毛髪で あ っ たが, 抗 B 抗体の凝集が
弱かっ たため, とも に回答者が判断を保留 したもの で あ っ た｡
一 方 , 型判定が
正確に行われた試料 にお い て は, 抗 A, 抗 B , 抗H の凝集の有無 の 区別及 び凝
集の強さは明確なも の で あ っ た ｡
Table3-2 Re a ults ofblindte stfわrhair sa mple s
Re sults of blindte st
Blo odgroup
”
;a
m
m
b
,
e
l
r
e
S
s
Of co 汀e Ctr e s ults ln c o汀e Ctr e s ults N otdetemin ed
18 17
15 14
19 19
AB
Total
<
60 58
こ れらの結果から , 使用する モ ノ ク ロ - ナル 抗体に適した検査条件 に改良 し
た解離試験法は, 毛髪か らの A B O式血液型 の判定 に極めて有効で ある と考え
られた｡
なお , 本法を用 い て 第二 章で作製した抗体で ある K 751 6を用 い て 毛髪からの
血液型検査を行 っ たとこ ろ, 正確な型判定が可能で あ っ た o
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2_ 4 鑑定 へ の 応用
本法は科学警察研究所におい て 鑑定法として導入 して い る ｡ こ れまで に鑑定
を行っ た毛髪資料の数は 1 0本で あり , 全 て の 資料から血液型判定を行う こ と
がで きた . なお , 1 0本の資料の うち, 対照資料と血液型が 一 致した資料は 8
本で あり, 一 致 しなか っ た資料は 2本で あ っ た ｡ 血液型が対照資料と 一 致 した
毛髪はさらに D N A型検査を行い , これ らの 検査結果を総合して対照資料と同
一 か否かを判定 した. ま た , 血液型検査 の結果が対照資料と 一 致 しなか っ た毛
髪資料軌 対照毛髪とは同 一 で はない と判断した. この よう に , 血液型検査法
はス クリ ー ニ ン グテ ス トと して の役割を果たすと同時に, 他 の検査法 と組み合
わせ る こ とで , 精度の 高い 毛髪 の 異同識別が可能とな っ た (Table 3- 3)0
Table3-3 Re sults of blo odgrouplng Ofthehair s a mple sin thefわr e nsic c a s e s･
A B Oblo odgro uplng
Sa mple
Blo odgrollp
Con siste n cy with
co ntrols amples
Referen c e
1 B
2 B
3 0
4 0
5 0
6 0
7 0
8 B
9 A
1 0 B
Co n sistent
Co n siste nt
Co n siste nt
Co n siste nt
Co n siste nt
Co n siste nt
Co n siste nt
Con siste nt
hc o n site nt
In co n siste nt
D N Aty pe w as c o n sistent with c o ntrols ample
D N Aty pe w as c o n sistent with c o ntrols ample
D N Aty pe w as c onsistentwith c o ntr ols ample
n .d.I)
n
.
a
.
1)
n .d.
1)
D N Aty pe w as血co n sitent with c o n廿ols a mple
DNA ty pe wasin co n sistentwithc o ntrols ample
n .t.
2)
n
.t.
2)
1)D N Atype w as n otdete rmined･
2)D N Atyping w as n ot tested.
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第三節 考察
本研究にお い て作製した モ ノク ロ - ナル 抗体を用い て , 血液お よび体液の検
査を試み たとこ ろ, 血液からは誤判定をする こ となく確実に血液型判定が可能
で あ っ た｡ ま た, 唾液あるい は唾液斑の検査で は, 異な る分布密度 の A 型糖鎖
を認識する 二種類の抗体を用い る こ とで , A 型 の判定と同時に分泌型 ･ 非分泌
型の 識別 が可能で あ る こ とが明らか とな っ た｡ こ れ により微量資料からより多
くの情報を得る こ とが可能となり, 個人特定の精度の向上 に大 きく貢献で きる
もの と考えて い る ｡
また , 一 般的に広く用 い られて い る鑑定手法で ある解離試験を モ ノ ク ロ - ナ
ル抗体を用 い て 行う こ とを可能とするため の 基礎的検討と して , 抗体 の解離に
おける最適解離温度の検討を行っ たとこ ろ, 検討 した抗体はそ れぞ れ至適な解
離曜度と解離時間を有 して い る こ とが認められ た｡ こ の 知見に基づ き改良した
解離試験法を鑑識科学上重要な証拠資料で ある 毛髪 の 血液型検査 に適用 した ｡
こ の 改良法の信頼性を検証するために, ブライ ン ドテス トに よる評価を試み た
ところ, 6 0本の毛髪資料軌 5 8本は正 しく型判定され, 正解率 は 97%で あ
っ た ｡ なお , 正 しい 型判定がで きなか っ た 2本 の 資料 に つ い て は検査者の 判断
により判断を保留したも の で あり, 不正確な判定は 一 本も見られなか っ たo 本
法軌 毛髪からの A B O式血液型検査法と して有効で あ ると考えられ る｡ なお ,
本法は実際に鑑定に導入されて おり, 個人識別 に成果を上げて い る｡
5 0
総 括
我が国の鑑識業務にお い て は A B O式血液型検査 の有用性は未だ低下 して は
おらず, 検査 を維持 して い くための基礎的研究は重要で ある ｡ 著者は, 検査精
度の向上を目的と して , 重要な現場資料で ある唾液中の血液型物質の, 分泌型
と非分泌型 の 間 における相違点を検索し , 比較を行 っ た ｡ 続い て 同様に重要な
証拠物件で ある毛髪か らの 血液型判定に関する基礎的検討を行 い , こ れらの 研
究成果を実際の鑑定 へ 応用する こ とを試み た ｡ 以下 に研究成果 の 要点を各章毎
に示す｡
琴 一 章
A 型 ヒ ト唾液ム チ ン から得た A 型糖鎖の , 分泌型 と非分泌型 の 間 にお ける相
違の有無を検討 した . 糖組成分析および ム チ ン 型糖鎖 の ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー に
ょる分析の結果から, 分 泌型 と非分泌型 の 間で は糖鎖の長さ に相違があり , 分
泌型 の 唾液ム チ ン糖鎖は主 に短い糖鎖に より構成され , 非分泌型で は長い糖鎖
から構成されて い る こ とが示唆された｡ こ の相違は分泌型と非分泌型の遺伝的
な相違点で ある FUT2活性の 差異 に起因すると考えられるo
第二章
A 型の分泌型と非分泌型 の ヒ ト唾液から得たム チ ン をそれぞれ免疫 して , モ
ノ ク ロ - ナル 抗体を作製した. なお, 非分泌型唾液を免疫して A B O式血液型
51
物質に対する抗体を作製した例 は これまで にない ｡ そ の 結果, 産生 した抗体は ,
複数の A 型糖鎖が集合 した状態を 一 つ の 抗原 と して 認識 して い る抗体と, 単独
の A 型糖鎖を抗原として認識 して い る抗体に大別で きた｡ 分泌型唾液ム チ ンを
免疫 した場合, こ れら二 種類の抗体が産生 したが , 非分泌型 唾液ム チ ンを免疫
した場合, 単独の A 型糖鎖を認識する抗体の み が産生した｡
第三章
第二 章で作製した抗体を鑑定資料の検査 に応 用 した ｡ 分泌型 唾液ムチ ン を免
疫して 得 た, 複数 の A 型糖鎖が集合 した状態を 一 つ の抗原 と して認識 して い る
抗体を使用す ると, 分泌型唾液の み を検出す る こ とが可能で あり, 非分泌型唾
液糖タ ン パ ク質を免疫 して得 た, 単独 の A 型糖鎖を認識す る抗体を使用する と,
分泌型 唾液および非分泌型唾液の 両方を検出す る こ とが可能で あ っ た｡ これ ら
の 抗体の組み合わせ によ っ て , A 型 の 判定と同時に分 泌型 ･ 非分泌型の 識別が
可能とな っ た｡ なお , 検査 手法は, 吸収試験, 酵素免疫測定法 , 微量混合凝集
法を用 い る こ とが可能で あ っ た ｡
ま た, モ ノク ロ - ナル 抗体とポリク ロ ー ナル抗体との熱安定性 の相違に着目
して , モ ノ クロ - ナル 抗体 に適 した解離試験条件の確立を行 い , 毛髪 からの血
液型検査法 に適用し, 検査成績を向上させ る こ とに成功 した｡ こ こ で確立 した
方法軌 全国の都道府県警察本部に導入され, 鑑定に応用 されて い る ｡
A B O式血液型物質は糖鎖で あるため比較的安定で , 長期間経過 した資料から
も血液型が検出可能で ある ｡ またほとん どす べ て の生 体資料から血液型 の検出
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が可能で あるため, 現場資料から得られる重要な情報となる｡ ま た , 特に日本
人におい て は他民族に比 べ て特定の型 へ の 偏りが少ない こ と , 結果 が医療機関
等に記録されて い る場合が多く, 個人情報として信頼性が高い こ となどから ,
事件 ･ 事故関係者の絞り込み を行う場合, あ る い は無関係な個人を除外する場
合の 手掛かりと して有効で ある ｡ こ れらの点から ,警察の鑑識活動にお い て A B O
式血液型検査の占める重要性は未だ高い も の がある ｡ また , 鑑識にお ける検査
で は, 常に新鮮な赤血球を用 い た検査が可能なわけで はない ｡ そ の ため, 臨床
の 現場 とは異 な っ た特殊な検査技術が必要とされ, 微量 な, あ る い は古くな っ
た血液 や血液斑ある い は体液斑などの現場資料から , 精度の 高い 血液型判定を
可能にする ための検査法の 改良が, 現在で も重 要な課題で あ る ｡ 刑法犯 の認知
件数が増加 の 一 途を たどる現状 におい て , 増え続ける鑑定物件 に対応 する ため
にも, A B O式血液型検査は捜査 の 手掛か りとなる個人情報を提供する検査と し
て , また D N A型鑑定の ス クリ ー ニ ン グテ ス トと して , ますます重要性が高ま
るもの と考えられ る｡ 本研究の成果は, 鑑識科学にお ける個人特定の ための 検
査精度の向上 に大きく責献で きるもの と考えて い る ｡
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実 験 の 部
1. 第 一 章実験
(1)試薬類
ヒ ト由来抗 A 血清はオ ー ソ ･ クリ ニ カル ･ ダイ ア グノ ス テ ィ ッ クス から入手
した. 抗 A モノ ク ロ - ナル抗体は, オ ー ソ ･ ク リ ニ カル ダイ ア グノ ス テ ィ ッ ク
ス社製バイ オク ロ ー ン (体外診断薬) お串び ビオ テ ス ト社製セ ラク ロ ー ン (体
外診断薬)を用 い た｡cNBr一括性化 sepba r o se4 B,Sepbar o s eCし6 B,Sepbade xG-200,
Sephade xG-50(丘ne), D E A R-Sephade xA 5 0およ び QA E-Sephade xA -25軌
Pbar m a ciaFin e cbemic als(Upps ala, Sw eden) から購入 した｡ 酵素免疫測定法
(E LIS A) に用 い たプ レ ー トは , 住友 ベ ー ク ライ ト社製の M S-71 96Fである｡
ブロ ッ キ ン グ用の ウ シ血清ア ル ブミン は, 生化学用試薬を和光純薬より購入 し
た. 二 次抗体と して用 い た西洋わさび ペ ル オキ シダ ー ゼ (H R p)標識抗体は,
抗マ ウス IgM (”)抗体(ヤギ免疫) をアメ リカ ン コ - レ ッ ク ス 社より購入 し
た ｡ H R p の発色基質には o - フ ェ ニ レ ン ジア ミ ン (和光純薬製) を使用 した｡
(2) ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラム を用 い た唾液中血液型物質の 分離
2-1材料
ヒ ト唾液は血液型既知で ある健常人から任意に提出されたもの を使用 した｡
21人の A 型PJ e(a-b＋)､ 型 (分泌型)唾液を約 150ml, 4人 の A 型P,e(a＋b-)型(非
分泌型)唾液を約 200ml採取 した. そ れ ぞれ の 唾液は実験まで -80
o
Cで 保存し
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た｡ なお , 提供者の 分泌型 ･ 非分泌型の 別は , ヒ ト由来抗血清を用い た唾液 か
らの 凝集阻止試験で判定した｡
2-2ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラム の調製
ア フ ィ ニ テ ィ ー カラ ムは抗 A 抗体を , C N Br一括性化 sephar o se4 Bに結合させ
て作製 した｡ 抗 A 抗体は次の ように して得 た｡ 市販抗 A 血清 (オ ー ソ ･ クリ
ニ カル ダイ ア グノ ス テ ィ ッ クス 社製)235ml の40%硫酸ア ン モ ニ ウム分画を集
めて透析後, sepbade xG -200カラ ム (2cm i.d. ×88cm) に通 して , 抗体活性が
検出された分画を集めた｡ 集め た分画は , 50m M Tris- H Cl(pH 7･6)で 透析 し,
D E A E-Sepbade xA 50カラ ム(2c mi.d･ ×35c m)に漆加 した｡溶出はo M からo･5 M
まで の NaCl濃度勾配溶出で 行い , 抗体活性が検出された分画を集め た｡ 得 ら
れた抗 A 抗体分画中の総タ ン パク量を Lo w ry法
102)で測定 したと ころ,約250mg
であ っ た ｡ なお , 抗体タ ン パク と c N Br一括性化 Sepbar o s e4 Bとの カ ッ プリ ン グ
反応 は取り扱い説明書に従 っ て行 っ た ｡
2-3 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム による唾液か らの A 型物質の 分離
凍結保存してお い た唾液を融解 し, 3,000×g で 10分遠心 した｡ こ の上清
に等量の 生理食塩水を浪合 した｡ こ の試料溶液を抗 A 抗体結合 - sephar o se4 B
と混合 し , 4oC で 一 晩穏やか に振とう した後, カラ ム(2.5 cm i.d. × 25c m) に充
填し, 250ml の 0.1 M リ ン酸緩衝液 (pH 7.0) で洗浄した｡ 溶出は, 4 M NaCl
を含む o.1 M 酢酸緩衝液(pH 4.0)で行 っ た ｡ 活性分画を併 せて凍結乾燥乳
量小容量 の水に溶解 し , 1 0m M Tris- H Cl緩衝液 (pH 7.6)＋ 0.15 M NaClで透析
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した ｡
2_4 アフ ィ ニ チ イ 一 分画の ゲル渡過に よる分離
ア フ ィ ニ テ ィ ー カラ ムで 分離された A 型活性物質をゲル ろ過により分離した｡
装置 : フ ァ ル マ シ ア バイオテ ク社製 FP L Cシ ス テ ム
カ ラム :Sepharo seC し6 B(1.5 c mi.d. × 90cm)
溶出液 :50m M T ris- H Cl緩衝液(pH 7.6)
流速 :o.2 ml/min
分取 :3 ml/フ ラクシ ョ ン
検出 : U V280n m における 吸光度および抗 A 抗体 (オ ー ソ ･ クリ ニ カ
ル ダイ ア グノ ス テ ィ ッ クス 社製バイ オク ロ ー ン) を用 い た E LIS A｡
なお , こ れらの ク ロ マ トグラ フ ィ ー 操作 におい て観察された ピ ー ク に つ い て
旺モ ノ ク ロ - ナル抗 A 抗体を用い た E LIS Aの他に, ヒ ト由来抗 A 血清(オ -
ソ ･ クリ ニ カル ダイ ア グノ ス テ ィ ッ クス 社製) を使用 した凝集阻止試験に よ っ
ても血液型活性の確認を行 っ た｡ 吸光度の測定に は分光光度計 (島津 u v-
2100P C) を使用 した｡
2-5 E LIS A
50m M 炭酸緩衝液 (pH 9.6) で希釈 した抗原溶液50ド1を, プ ラス チ ッ ク プ レ
ー トに添加 し 37
o
C で1 時間イ ンキ エ ペ - 卜し, 固相に吸着させ た. イ ン キ ュ ベ
- ト後, 試料溶液を除去 し, 10/.ウ シ血清ア ル ブミ ン溶液 200plを漆加 し, 4
o
C
で 一 晩静置して ブロ ッ キ ン グを行 っ た ｡ 溶液を除去し, プ レ ー トを 0.050/oTwe en
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20を含有する 10 mM Pho sphatebufferedsalin e(以下 PB S) で洗浄後, 一 次抗体
として市販 モ ノ ク ロ - ナル 抗体 (IgM) を 0.05% Tw e en20を含有 する P B S(以
下 P B S- Tw e e n) で 100倍 に希釈した溶液5 0plを添加 , 37
oCで 1 時間反応 させ
た｡ プ レ ー トを洗浄後, 二 次抗体を, 1% 正常ヤギ血清 (T A G O) を含む p B S-
Tw e e nで 500倍に希釈したもの 50LLlを添加 し 37
oCで 1 時間反応させ た ｡ 最終
の プレ ー ト洗浄後, o.oo6%過酸化水素を含む o.1 mg/mlオ ル トフ ェ ニ レ ン ジア
ミ ン/0.1 M McIIvaine緩衝液 (pH 5.0)
154) 溶液 5 0plを添加 し , 暗所 で 5分 間反
応させ た ｡ 反応 は 2 N硫酸1 00L1 を添加 して停止させ, 各 ウ エ ル の 490n m の
吸光度を マ イク ロ プ レ ー トリ ー ダ ー (バ イオテ ッ ク社 , pow er w av e200) で測
定した ｡
なお , ネガテ ィ ブコ ン トロ ー ル と して , 抗原を固相 に吸着させ て い ない ウ エ
ルを用 い た｡ こ れらの 複数の ネガテ ィ ブコ ン トロ ー ル ウ エ ル に対 して , 上記 の
操作 を行 っ た後 の 吸光度を測定し, 吸光度の 平均値をバ ッ クグラ ウン ドレ ベ ル
とした｡ ま た, 反応が陽性か陰性か の判断を必要とする場合は , ネガテ ィ ブコ
ン トロ ー ル の 吸光度の値の標準偏差(s D)を計算 し, 3×S D の値を閉値と して ,
こ の 間値を超えた値を示 した場合を陽性と判断した｡
2-6凝集阻止試験
凝集阻止試験は, 定法に従 っ て 行 っ た 155)o ア ク リル製ホ ー ル プ レ ー ト上の ウ
エ ル に , 唾液試料を原倍から生理食塩水 で順次2倍希釈 した溶液1 00け1を入れ
た｡ それぞ れの希釈唾液試料に対して , A 型赤血球に対する力価が8倍になる
よう に調製 した抗体溶液を1 00汁1漆加 し, 4
o
C で 一 晩静置 して , 抗体と体液を
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反応させ た｡ 反応後, 各ウ エ ル 中の反応液をそれぞ れ 50ulづ つ ホ ー ル グラス
上に移し, それぞ れ の ウ エ ル に A 型 ヒ ト赤血球 3% 浮遊液を等容量滴下 して血
球の凝集を観察した｡ 抗体の 血球凝集が阻止された場合, 唾液中に A 型物質が
存在するもの と解釈で きる｡ また, 凝集を阻止 し得る最大の体液の希釈倍率を
凝集阻止価と称す る ｡ 唾液中の血液型物質量が多い ほど, 高い 凝集阻止価を示
す｡
2-7 キヤ ピ ラリ ー 電気泳動
分離 した型活性タ ン パ ク質が単 一 成分で ある か否かを推定す る ため に, キヤ ピ
ラ リ ー 電気泳動を行 っ た ｡ 泳動条件は以下 の とおりで あ る ｡
装置 : 日本分光製890- C Eパ ワ ー サプ ライ , 870- CE UV/VIS検 出器 ,
807-ITイ ン テ グ レ ー タ - 0
キヤ ピ ラリ ー : フ ュ ー ズ ドシ リカキ ヤ ピラ リ ー
(w ate rs製, 内径 75pm X 有効長55cm)
移動相 :5 0m M グリシ ン ー H Cl(pH 5.0)＋5 m M ドデシ ル硫酸ナトリウム
印加電圧 :20kV
検出 : u v 210n m
サ ン プル導入 : 重力導入法
電気的に中性な物質を マ ー カ ー と して 添加した｡ マ ー カ ー には ア セ トン を用
い た｡
(3) A 型唾液中の 血液型物質の糖組成分析
5 8
3-1 材料
実験材料は, A 型 の 健常人から採取 した全唾液 で ある ｡ Le(a-b＋)型 (分泌型)
3人から3 90ml, Le(a-b-)型で かつ 分泌型 1人 から 280ml, Le(a＋b-)(非分泌型)
3人から1,200ml採取 した ｡ それぞ れの唾掩は実験まで -80
o
C で保存した｡ なお,
提供者の分泌型 ･ 非分泌型の 別 は , ヒ ト由来抗血清を用 い た唾液からの凝集阻
止試験で判定 した｡
3-2 分析試料 の調製
血液型物質を保持す るタ ン パ クの 分離は, sepba r o seC L-6 Bを用 い たゲル減退
で行 っ た ｡ 唾液を蒸留水 に対 して透析 し, 凍結乾燥 したも の を 6 M 塩酸グ ア
ニ ジン水溶液に溶解させ , そ の上清をゲル滝過で分離 した ｡
装置 : フ ァ ル マ シ ア バイ オテク社製 FP L Cシ ス テ ム
カ ラム :Sepharo seC L6 B(3.O c mi.d. × 90cm)
溶出液 :50m M Tds- H Cl(pⅢ 7.6)＋6M塩酸グア ニ ジ ン
流速 :o.5 ml/min
分 取 :12ml/フ ラクシ ョ ン
検出 : U V2 80n m における吸光度および抗 A 抗体, 抗 Lea抗体および抗
Leb抗体を用 い た E LIS A
なお, 分離 した型活性タ ン パ ク質が単 一 成分で あるか否かを推定する ため に,
キヤ ピラ リ ー 電気泳動を行 っ た ｡ 移動相および印加電圧放下記 の とおりで ある｡
その ほかの条件は 2-7 と同様で ある｡
移動相 :50m M ホウ酸ナトリウム (pH 9)＋0.1% Tw e en20
＋0.1 %トリエ チル ア ミ ン
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印加電圧 :10 k V
3･3 糖組成の分析
ゲル減退 によ っ て 得 られた糖タ ン パ ク質の糖組成分析を, ポス トカ ラム誘導
化 H P L Cに より行 っ た 156)｡ 定量は, 標品単糖を用 い て作製 した検量線に基づ
い て行 っ た｡ 糖組成分析は, 千葉大学大学院薬学研究院 ･ 生 体分析化学研究室
豊田英尚博士 に ご協力い ただい た｡
中性糖は, 型物質糖タ ン パ ク質を 2.5 M トリ フ ルオ ロ 酢酸存在下, 80oC で6
時間加水分解 した後, 陰イオ ン 交換カ ラム で分析 した ｡
H P L C条件は以下 の とおりで ある｡
装置 : 日立製作所製Ⅰ{p L Cシス テ ム
カ ラム : TS Kgels uga rA X l(4.6 m mi･d･ x 150m m , 東ソ ー)
移動相 :0.3 5M ホウ酸 -NaO H緩衝液(p日 8.2)
誘導化 :2- シ ア ノ ア セ トア ミ ドを用 い たポス トカラ ム 反応
検出 : U V280n m
カラ ム 温度 :60oC
ア ミノ糖の 分析は, 6 M塩酸で, 80oC で2 時間加水分解 した後, 陽イ オ ン交
換カラ ムで行 っ た ｡
H P LC 条件は以下 の とお りで ある ｡
装置 : 日立製作所製‡伊L Cシス テ ム
カ ラム : TS KgelsugarS C X l(4.6 m mi.d. x 150m m, 東ソ ー)
移動相 :o.35M ホウ酸 -NaO H緩衝液(pH 7.6)
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誘導化 :2- シ ア ノ ア セ トア ミ ドを用 い たポス トカ ラム 反応
検出 : U V2 80n m
カラ ム 温度 : 60oC
(4)A 型唾液中の血液型物質糖鎖の 比較
4-1 材料
前項 3-2で 調製 した A 型唾液中型物質タ ン パ ク質｡
4-2 アルカリ還元処理 による 0 一結合型糖鎖の分離
Le(a-b＋)型 ( 分泌型), Le(a＋b-)型 (非分泌型) および Le(a-b-)(分泌型) の A
型唾液中糖タ ン パ ク質そ れぞれ 82mg, 98mg および 90mg を , 15ml の水 に懸
濁 し, 等容量 の 0.2 M NaO H/2 M NaBH.を添加 し , 45
o
Cで 1 8時間撹拝 した｡
反応液 は酢酸で中和 し , 溶媒を減圧下留去 した ｡ 残漆 にメタ ノ ー ル を加 え, 再
び減圧下溶媒を留去 した｡ 残漆に蒸留水 を加えて溶かし, Sepbadex G-1 0で 脱
塩した｡ 脱塩されたオリゴ糖- alditol分 画は凍結乾燥した｡
4-3 ゲル減退 による分離
NaO H/NaB H4処理 によ っ て 得られたオ リゴ糖 - alditol分画を, ゲル 減退によ
っ て , 分子量 に従 っ た分離を行 っ た｡ 分離条件は以下 の とおりである｡
装置 : フ ァ ル マ シ ア バイ オテ ク社製 FP LC シス テ ム
カ ラ ム : Sephade xG-50 丘ne(1･5 c mi･d･ × 75 c m)
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溶出液 :20m M N H4H C O｡
流速 :o.2 ml/min
分取 :1.5 ml/フ ラクシ ョ ン
検出 : U V21 0niTlにお ける吸光度および抗 A 抗体を用 い た ELIS A.
4-4 イオ ン 交換ク ロ マ トグラ フ ィ ー
4_3で 得 られた A 型清性分画を集めて凍結乾燥 し, 残漆を最小量 の水 に溶解
し , 陰イオ ン 交換カラ ム で分離 した｡ 分離条件は以下 の とお りで ある ｡
装置 : フ ァ ル マ シ ア バイオテ ク社製 FP L Cシ ス テ ム
カラ ム : QA E-Sephade xA -25(1･2 c mi･d･ × 9 cm)
溶出液 : A , 10m M 炭酸ナトリウム緩衝液(pH 9･6)
B , 10m M 炭酸ナトリウム緩衝液(pH 9.6)十0･2 M NaCl
流速 :o.2 ml/min
溶出条件 : B濃度, o%(o - 60分),
o% →100% (60分 - 150分),
100%(150分 - 1 80分)
分取 :1.5 ml/フ ラク シ ョ ン
検出 : U V21 0n m にお ける吸光度および抗 A抗体, 抗 Le
a抗体および抗
Leb抗体を用 い た E LIS A｡
4-5 H P L C
4-4で 得られた血液型活性分画を集めて蒸留水 に対 して 透析後凍結乾燥し,
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残漆をア セ トニ トリル -水混液に溶解し, ア ミノ カ ラ ム H P L Cで 分析 した.
H P L C条件は以下の とおりで ある｡
装置 : Gils o n社製 H P L Cシス テ ム
カラ ム : Shod由N H 2P-50(4.6 m mi.d. × 250m m, 昭和電 工)
移動相 : A , CH｡CN- H20 (85:15)
B , C H3C N- H20 (50:50)
溶出条件 : A 濃度, 100%→ 50% (0 - 80min)
検出 : U V206n m
流速 :o.5 ml/min
2 . 第 二 章実験
(1) 材料
A 型 ヒ ト唾液 は , A 分泌型 (Le(a-b＋)型) および A 非分泌型 (Le(a＋b-)型) そ
れぞれ 2人および 1人 から無刺激で採取 した ｡
(2) 試薬
モノ ク ロ - ナル抗体作製に用 い た Fre und完全 ア ジ エ バ ン トお よび Fr e u nd不
完全 ア ジ ュ バ ン トは, DIF C O社から購入 した｡ また, m on opbo spbo ryl upidA
(M P L), tr ehalose -dimycolates(T D M)および celトw allskeleton(C W S)からなる ア ジ
エ バ ン トならび に
､
M P Lおよび T D Mからな る ア ジ ュ バ ン ト披,RIBI Im m u nochem
Reser ch社より購入 した ｡ 細胞融合に用 い た N S-1 細胞は (秩) 特殊免疫研究所
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製を用 い た｡ 抗体の サ ブクラ ス 同定に用 い た抗体は , カ ペ ル 社より購入 したo
抗原タ ン パ ク の分離の際の ア ツ セ イ試薬と して用 い た抗 A モノ ク ロ
- ナル抗
体は, ビオテ ス ト社製セ ラク ロ ー ン (体外診断薬) を用 い た｡ 合成血液型抗原
は, シ ンテ ゾ - ム (Synte s o me 礼 ミ ュ ン ヘ ン , ドイ ツ) を用 い た o こ れらは
人工合成 した糖鎖をプ ロ ピル ア ミノ基 を介して ポリ ア クリル ア ミ ドに結合させ
たもの で ある ｡ 用 い た糖鎖乱 A 型 三糖 (GalN Ac α113[Fu cα1-2]Galβ1), A 型 二
糖(GalN Acα1-3 Galβ1), N- ア セ チル ガラク トサミ ン (GalN Acα1
-), B 型三糖
(Galα1-3[Fu c α1-2]Galβ1), Htype-1 (Fucα1
-2Galβ1-3 GIcN Acβ1-), Le
a
(Galβ1-3[Fucα1-4]GIcN Acβ1)および Le
b (Fu c α1-2 Galβ1-3【Fu c α1-
4]GIcN Acβ1-) で あるo
ELISA プ レ ー トは, 住友 ベ ー ク ライ ト社製の MS-71 96Fを用 い た ｡ ブロ ッ キ
ング用 の ウシ血清 アル ブミ ン は, 生化学用試薬を和光純薬より購入 した｡ 二 次
抗体 は抗マ ウス IgM (”)抗体 (ヤギ免疫, H Ⅳ 標識) をア メ リカ ン コ
- レ ッ
クス 社より, 抗マ ウス IgG(H＋L)抗体 (ヤギ免疫, H Ⅳ標識) をケミコ ン
･
イ ンタ ー ナシ ョ ナル社より購入 して 用 い た｡ ヨR Pの 発色 基質には o - フ ェ ニ レ
ン ジ ア ミ ン (和光純薬製) を使用 した｡
カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ 用樹脂で ある Sepbar o se C し6 B, Sepbade xG-150,
sephadex G
-50および Sepbadex G-10は pba - a ciaFinechemicals(Upps ala, Sw ede n)
より購入 した｡
(3) 抗原物質の分離
抗原物質は, A 分泌型および A 非分泌型 ヒ ト唾液よりそ れぞ れ分離 した唾液
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ム チン で ある ｡
分離方法は, 1. (3)3-2 に示 した方法 と同じで ある ｡
得られた ムチ ン分画を, 10m M リ ン酸緩衝液 (pH 7.2) ＋0･15M NaClに対 し
て透析 した｡ ム チ ン溶液の タ ン パ ク濃度は, ウシ血清ア ル ブミ ン を標準タ ン パ
ク質と した, Lowry法 1
02)で 定量 した｡ A 分泌型から得 られた唾液ムチ ン (以
下sM u は 240pg/ml,A 非分泌型から得 られ た唾液ム チ ン(以 下 nMu)は300帽/ml
であ っ た｡
(4) モ ノク ロ - ナル 抗体の 作製
モ ノ ク ロ - ナル抗体の作製には , ( 秩)特殊免疫研究所 の協力を得た . 抗体作
製に使用 した動物は, 各抗原 に つ き B A L B/c 系 マ ウス 2 匹づ つ で ある ｡ 抗原タ
ン パ ク質と して sMu を用 い た場合臥 以下 の ス ケジ ュ ー ルで 免疫 した.
1初回免
疫は sM u 溶液 50帽 相 当量 をFr e u nd完全 ア ジ エ バ ン トに懸濁 し , 腹腔内投与
した｡ 追加免疫は, 初回免疫から15日後 に sMu 溶液 25帽 相 当量 を Fre u nd不
完全ア ジ エ バ ン トに懸濁 し, 腹腔内投与 した ｡ 最終免疫批 追加免疫から 28
日後に sMu 溶液 12.5pg相当量を ア ジ エ バ ン トを使用 せずに静脈内投与 したo
最終免疫から 3 日後 に屠殺 し, 細胞融合を行 っ た ｡
抗原タ ン パ ク と して nMu を用 い た場合 に 臥 以下 の よう なス ケジ ュ ー ル で 免
疫を行 っ た ｡ 初回免疫は nMu 溶液5 0帽 相当量を M P L, T D Mおよび CW Sか
らなる ア ジエ バ ン ト(RIBIim mun o cbem Rese ar ch社製) に懸濁 し, 腹腔内投与
した｡ 追加免疫は, 初回免疫から14日後に nMu 溶液 25ug相当量 を M P Lお
よび T D Mからなる ア ジ ュ バ ン トに懸濁 し , 腹腔内投与 した ｡ 最終免疫は, 追
65
加免疫から 25日後 に nMu 溶液 1 2･5 帽 相当量を ア ジ エ バ ン トを使用 せ ずに静
脈内投与したo 最終免疫から 3 日後に屠殺 し, 細胞融合を行 っ た｡
ハイ ブリド ー マ は , K 611er と M ilstein の 方法に従 っ て作製 した 157)｡ ミ エ ロ ー
マ は N S-1 細胞を用 い た｡
ハ イ ブリド ー マ が産生 する抗体の ス ク リ ー ニ ン グは , E LIS Aを用 い て 行い ,
ポリア クリル ア ミ ドに結合した合成 A 型 三糖抗原(GalN Ac α1-3[Fucα1-2]GalPl)
に対して 反応 した抗体を選択したo さ らに こ れら抗 A 抗体 の sM u および nMu
に対する反応 を調 べ , sMu および nMu に対する反応特性 の異な る抗体群に分類
したo こ れ らの抗体を産生す る細胞株を限界希釈法 でク ロ ー ン化 し, sMu を免
疫したマ ウス から得 られたハ イ ブリ ド ー マ からは3軌 nM u を免疫 した マ ウス
から得 られ たハ イ ブリ ド ー マ からは1株 の ク ロ ー ン を得 たo
得 られたハ イ ブ リ ド ー マ の ク ロ ー ン を , プ リス タ ン を前投与 した B A L B/c 系
マ ウス の腹腔 に移植し, 腹水申に抗体を分泌させ たo 腹水 を採取 し, 硫安塩析
の 乳 イ ム ノ グロ ブリン分画 を集めて透析 した. 得 られた抗体溶液は o.1 % アジ
化ナ トリウ ム を含む生理食塩水 で希釈 して タ ン パ ク濃度5 mg血1に調製し, こ
の 後の 実験に供 したo なお , 抗体の クラ ス は , 抗マ ウス IgG l,IgG2a,IgG 2b,IgG 3,
IgM お よびIgA 抗体を用 い た寒天平板内 二 重拡散法で決定 した｡
(5)抗体の 反応性 の検討
得られた抗体の反応特性を調 べ る ため, 合成血液型抗夙 唾液ムチ ン , 唾
液ムチ ン より切 り出した o 腐合型糖鎖およ び化学的ある い は酵素的に処理を
行 っ た唾液ムチ ン に対 する反応を ELIS Aにより検討 した｡ 反応特性の検討 に
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用い た唾液ム チ ン は, 免疫抗原 に用 い たも の と同 一 の も の で ある ｡
5-1 E LIS A
E LISA は 1･ (2)2-5 に示 したと
,
j3り の 方法で行 っ た. なお , 作製した抗体 (タ
ン パ ク濃度 5 mg/mlに調整されて い る) を 1,000倍希釈したも の を 一 次抗体と
して用 い た｡
5-2唾液ムチ ン からの 0 一結合型糖鎖の 分離
分泌型および非分泌型唾液ム チン そ れぞ れ 30mg および 40mg を , 20ml の
水 に懸濁 し, 等容量 の 0.2 M NaO H/2 M NaB H4 を添加 し , 45
o
Cで 1 8時間撹拝
した｡ 反応液 は酢酸で中和 し, 溶媒を減圧下留去 した｡ 残漆にメタ ノ - ル を加
え, 再び減圧 下溶媒を留去 した ｡ 残漆に蒸留水を加えて溶か し , Sepbade xG-10(3
cm i･d･ Ⅹ 45 cm)を使用 して脱塩 した｡ 脱塩されたオ リゴ糖 - alditol分 画は凍結乾
燥後, 少量 の水 に溶解 し , ゲル滝過で 分離を行 っ た o 分離条件は1. (4)4-3 と
同じで ある ｡ A 型活性を有する分 画を集め, 凍結乾燥し , 少量 の 水 に溶解 した｡
得られた A 型活性糖鎖水溶液 の糖含量をフ ェ ノ ー ル ー 硫酸法 158) で 定量したとこ
ろ , 分泌型 および非分泌型の 唾液中血液型糖タ ン パ ク質から得られた糖鎖披,
それぞれ約 o.26mg血1および 0.22mg/mlで あ っ た ｡
5-3唾液ムチ ン の タ ン パ ク部分構造を変化させ るための 処理
5-3-1 唾液ムチ ン の 加熱処理
タ ン パ ク部分を熱変性させ るため に, 分 泌型お よび非分泌型 ム チ ン 0.3 mg血1
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pB S溶液を沸騰水浴上で 1 0分間加熱した ｡ 放冷後 , 溶液 を50m M 炭酸緩衝液
(pH 9.6) で希釈 して E LIS Aを行 っ た ｡
5･3-2唾液ム チ ン の トリク ロ ロ 酢酸(T C A)処理
タ ン パク部分を酸により変性させ るため , 分泌型および非分泌型唾液 ム チ ン
3mg/ml P B S溶液 1 0pl に対 して , 1%T C A水溶液 90plを漆加 し, 室温 (25
o
C)
で 30分イ ン キ ュ ベ - トした｡ 反応後, 反応溶液を 50m M 炭酸緩衝液 (pH 9.6)
で希釈 して E LIS Aを行 っ た｡
5-3-3 唾液 ムチ ン の プ ロ ナ ー ゼ処理
唾液 ム≠ン のタ ン パ ク部分を断片化させ る ため, プ ロ ナ - ゼ によ る消化 を行
つ た｡ 分泌型お よび非分泌型 唾液ム チ ン 0.3 mg血1 P BS溶液 1 mlに対 して プ
ロ ナ - ゼ 3 mg/ml P B S溶液をo.1 ml添加 し, 37
o
C でイ ン キ ュ ベ - 卜した｡ イ ン
キュ ベ - ト開始後 24時間後に , プ ロ ナ - ゼ 3 mg/ml P B S溶液 を 0.1 ml追加 し,
さらに 24時間イ ンキ ュ ベ - 卜した ｡ 反応溶液を遠心後, 上清を Sephadex G -150
カラム (2cm i.d. x 45cm) に ア プライ し , 10m M 炭酸水素 ア ン モ ニ ウム溶液 で ,
流速o.2 ml/min で 溶出して , 断片化 した糖 ペ プ チ ドを, 未反応 の高分子糖タ ン
パ ク質ある い は プ ロ ナ - ゼ から分離 した｡ 検出はU V210n m の 吸収および抗 A
抗体を使用した E LIS Aで 行 っ た｡ u v 21 0n m で モ ニ タ ー したク ロ マ トグラム 上
には , 未反応の高分子糖タ ン パ ク質がポイ ドボリ ュ ー ム に観察された. こ の ピ
ー クの 直後, やや低分子側 に抗 A抗体と反応す る フ ラク シ ョ ン が確認されたの
で , こ れらの フ ラク シ ョ ン を分取 した｡ 分取 したフ ラク シ ョ ン はI. o w ry法 102)
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によりタ ン パ ク定量を行い , 2叶g/mlにな るように 50 m M 炭酸緩衝液(pH 9･6)
で希釈して E LIS Aを行 っ た｡
5_4唾液ム チ ン の 糖鎖部分を変化させ るための 処理
5 ヰ1 唾液ム チ ン の水酸化ナトリウム処理
唾液ムチ ン の 0 一括合型糖鎖を除去するために, 分泌型お よび非分泌型唾液ムチ
ン 0.6 mg/ml P B S溶液 50plに対 して , 0･1 M NaO H水 溶液 50plを添加 し,
45
o
C で 一 晩イ ン キ ュ ベ - 卜した｡ 反応後 , 溶液 を 50m M 炭酸緩衝液 (pH 9.6)
で希釈 して E LIS Aを行 っ た ｡
5-4-2 唾液 ム チ ン の 過 ヨ ウ素酸ナトリウム処理
唾液ム チ ンの 糖鎖を構成する糖の 一 部を酸化的に分解す るため , 分泌型およ
び非分泌型 唾液 ム チ ン 3myml P B S溶液 10plに対 して , 5 m M の過 ヨ ウ素酸
ナトリウム 水溶液 90plを添加 し, 室温 (25
oC) で 1時間イ ン キ エ ペ - 卜したo
反応後, 溶液を 50m M 炭酸緩衝液(pH 9.6) で希釈 して E LIS Aを行 っ たム
3 . 第三章実験
(1)作製したモ ノ ク ロ - ナル抗体の鑑定 - の 応用
1-1 材料
＼
赤血球は, Al 乳 B 乳 0 乳 AIB 型および A2B 型各1名から採取 した血
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液から分離した ｡ なお , A 型 の 亜型で あ る A2型 との 区別 の ため, 通常 A 型お
よび A B型 と称される型を, こ こで は Al型および AIB 型と称する ｡ 糖鎖抗原
である P式血液型物質に対す る反応の有無を調 べ るため , 0 型は Pl型 , p2型の
それぞれ 1名か ら採取した｡ 血球分画は生理食塩水で 3回洗浄 し, 3%浮遊液
を調製して実験に使用 した｡ 全唾液は, Al分泌型 5 ん A2分泌型 1 人 Al非
分泌型 5 人, B 分泌型 4 人 B 非分泌型 2 人 0 分泌型 4人, 0 非分泌型 3 人
AIB 分泌型 1人 および AIB 非分泌型 2 人より採取 したo なお , こ れらの分泌型
個人 の ルイ ス 式血液型 は全て Le(a-b＋)型 で ある ｡ 抗体 の反応 がルイ ス 式血液型
物質に影響される か否 かを調 べ る ため に, さらに Al分泌型 (Le(a-b-)型)1 人
の 唾液を採取 した ｡ 唾液は採取直後に煮沸し, 使用直前まで -20
o
Cで保管 した.
唾液斑 は , 唾液をサ ラシ布に付着させ , 室温で乾燥させて 作製 した｡ 作製 した
斑痕は使用直前まで 4
o
Cで保存した｡
1-2 赤血球の検査
赤血球 に対する反応 は , ホ - ル グラ ス を用 い た凝集法で行 っ た . 生理食塩水
で希釈 した抗体 25ulをホ ー ル グラス 上 に滴下 し, 続い て Al 乳 B 乳 0 型(Pl
型), 0 型 (P2型), AIB 型および A2B 型 の 赤血球の 3
0/.浮遊液 25Ltlを滴下 し
た後, 時々撹拝 し, 10分後 に肉眼で凝集を観察 した｡ 血球の 凝集が観察された
場合を＋ と判定 した｡
1-3 E LIS A
唾液に対 する反応 軌 E LIS Aを用 い て 調 べ た. 50m M 炭酸緩衝液 (pH 9･6)
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で1,500倍に希釈 した唾液をプ レ ー トに 固相化 し, 1. (2)2-5 の 方法に従 っ て
検査を行 っ た｡ 判定は前述の基準に従 っ た｡
1-4 微量浪合凝集法
微量混合凝集法は, 淀谷らの 方法 に従 っ て行 っ た 159)｡ ス ライ ドグラス に 両面
テ ー プ (ニ チ バ ン , C W-18) を貼付し , さらに両面テ ー プ上 にリ ン グ状 の 両面
テ ー プ (エ ー ワ ン社製プ ラパ ッ チ) を貼付 した｡ リ ン グ状両面テ ー プで 囲まれ
た内側の領域の 粘着面 に, 斑痕試料より切り出 して は (
h
した単繊維数本を貼付
し, 圧若させ た. 力価 256倍に調整 した抗体溶液と, 6
0/.ブ ロ ッ ク エ ー ス (ス
キム ミルク より調製 したブロ ッ キン グ用タ ン パ ク質, 雪 印社製)および 0.3%
Tw e en20を 1 : 1 : 1の 割合で混合 したも の 一 滴を, 試料 を付着させ た個所 に
滴下 し, ス ライ ドグラス を湿箱中に入れ, 室温で 4 時間静置 して感作 した｡ 感
作終了後, 生理食塩水を資料付着個所 に注ぎかけて , 未反応 の抗体 を洗浄し ,
指示血球と して Al型 ヒ ト赤血球5
0/.浮遊液 一 滴を , 試料付着個所 に滴下 し, 湿
箱中で 5分間反応させ た｡ ス ライ ドグラス を湿箱から取り出 し, 浅い 容器 に入
れた生理食塩水中に, 試料付着面を下に して浸け, 未反応 の 指示血球を除去 し
た｡ 10分後 にス ライ ドグラス を生理食塩水から取り出 し, 試料上 の指示血球の
付着の有無を顕微鏡下で観察 した｡ 判定は単繊維試料上 にお い て 指示血球の凝
集が確認されたも の を陽性とした｡
1-5吸収試験
吸収試験軌 常法に従 っ て行 っ た
160)
｡ 検査試料はサ ラ シ布上 に作製 した唾液
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斑を用い た. 唾液斑をガラ ス 板にはさみ , ホ ッ トプ レ ー ト上 におい て 100
oCで
10分加熱し, 熱固定操作を行 っ た｡ 力価 8倍の抗体 0.1 mlを入れ た試験管内に,
熱固定した 0.5 cm XO.5 cm 大 の唾液斑2枚を入れ, 斑痕を抗体溶液に浸 した後,
4
o
Cで 一 晩感作した｡ 感作の後 ,. 抗体溶液全量を取り , 生理食塩水 で順次倍数
希釈し, 8倍まで希釈 した . 各希釈抗体溶液をホ ー ル グラス に移 し, それぞ れ
の ウ エ ル に対 して , Al型 ヒ ト赤血球 3%浮遊液を等容量滴下し, 凝集の 有無 を
観察した｡ 凝集が観察されなか っ たウ エ ル は, 唾液斑中の血液型物質が, 抗体
の 血球凝集作用を阻害したもの と解釈される｡ 同様 に , 凝集が観察されたウ ニ
ル は , 唾液斑中の 血液型物質と抗体と の反応 は無か っ たも の と解釈され る｡
1-6凝集阻止試験
凝集阻止試験は, 1. (2)2-6 に示 した方法 に従 っ て 行 っ た .
(2) モ ノ ク ロ - ナル 抗体の解離試験 - の 応用
2-1材料
検査材料は血痕および毛髪で あ る ｡ 血痕は, A 型お よび B 型の 健常人から
同意を得て採血 した血液をサラ シ布に付着させて 作製 した｡ 作製した血痕は
室温で乾燥させ , 実験に供するまで冷蔵庫内で 4
o
C で保管した｡ 毛髪は A 型,
B 型 , o 型お よび AB 型の健常人より任意に提出されたも の で , 太さ 70けm
以上 の もの で ある｡
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2-2 試薬
合成血液型抗原は, シ ン テ ゾ - ム (Syntes om e. Ge rm a ny) を用い た ｡ 結合 し
て い る糖鎖は, A 型 三糖お よび B 型三糖で ある ｡
血痕を材料と した実験を行う際に用 い た市販モ ノ ク ロ - ナル 抗体は, ビオテ
ス ト社製抗 A 抗体 (Lot:840 981) および抗 B抗体 (Lot: 871171)和光純薬社
製抗 A抗体 (Lot: R L389) お よび抗 B 抗体 (Lot:007), 国際試薬社製抗 A 抗
体(Lot:007) お よび抗 B抗体 (Lot: R K 489), オ ー ソ ･ クリ ニ カル ダイ ア グ
ノス テ ィ ッ クス 社製抗 A抗体 (Lot: B A A 2 01 A 21) お よび抗 B 抗体 (I,ot:
B B B 592A 21)およびイ ム コ ア社製抗 A 抗体(Lot:1 01 01 0)お よび抗 B 抗体(Lot:
201020) で あ る ｡
毛髪を材料と した実験を行う際に用 い た市販モノ クロ - ナル抗体 軌 和光純
某社製抗 A 抗体 (Lot : Y u 73) および抗 B抗体 (Let: Y K 588), ビオ テ ス ト
社製製抗 A 抗体(Lot:030281) および抗 B 抗体(Lot:030291) およびオ
J ) ･
クリ ニ カル ダイ ア グノス テ ィ ッ クス 社製抗 A抗体 (Lot : B A A 209A 21) および
抗 B抗体 (I.ot : BB B 603 A 21) で ある.
2-3血痕か らの解離試験における最適解離温度条件の検索
血痕は糸片3 m m を1 本使用 した｡ 血痕を試験管に入れ , 抗体原液を滴下 し ,
4oCで 18 時間静置 して , 抗体を吸着させ た. その 後, 洗浄液と して冷却した pBSI
Tw ｡en を試験管に満た し, 撹拝後洗浄液を除去した ｡ 同様の 洗浄操作を冷生理
食塩水を用い て さ らに 2回線り返 した｡ 洗浄操作は氷冷下で行 っ た｡ こ の 洗浄
操作に より吸着 しなか っ た抗体を洗い 流 した｡ 抗体を吸着させ た血痕を取り出
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し , 0.5 ml容量 の ポリ プ ロ ピ レ ン製チ ュ ー ブに移し, 解離液として , 生理食塩
水 25plを添加後, D N A The r m al Cycle r(PerkinElm er, Wilton, U S A) で加熱して
抗体を解離さ せた ｡ 加熱温度は 50oC, 52oC, 54oC , 56oCお よび 58
o
Cとし, 加
熱時間は 10分と した｡ 解離液中における活性を保持 して い る抗体量 の 測定は,
合成 A 型三糖ある い は合成 B 型三糖抗原 20帽 血1を固相化した プ レ ー トを用
い た E LIS Aで 行 っ た｡ なお , 検査は 一 つ の 条件に つ き, 血痕1 0本 を用 い て行
い , 平均値を求めた｡ なお, 得 られたデ ー タ に つ い て , 解離され た抗体量が温
度による影響を受けて い るかどうか , 温度を変動要因とする分散分析を行 っ て
検定を行 っ た｡
2-4 毛髪 からの 解離試験にお ける最適解離温度 ･ 解離時間条件の確立
毛髪は 1.5c m の 長さ に切断 し , 薄めた中性洗剤中に入れて超音波洗浄 し , 純
水で すすい だ後 , さ らにメタ ノ ー ル で洗い , 最後 にジ エ チル エ ー テル 中に浸 し
て脱脂 した｡ 乾燥後 プ レス 機で 圧挫 して 内部を露出させ た ｡ 実験操作は, 前項
2-3 に記 した操作と同様で ある. 最適加熱温度の検討披 , 加熱温度を 51
o
C, 53
o
C,
55oCおよび 57
o
Cと し, 加熱時間は5分と した｡ また , 最適加熱時間の検討は ,
1 - 1 5分 の 間で それ ぞれ検討 した｡ 解離液中にお ける活性を保持 して い る抗体
量の測定は, 合成 A 型三糖あ るい は合成 B 型三糖抗原 20pg/mlを固相化 した
プレ ー トを用 い た E LIS Aで行 っ た. なお, 最適加熱温度の検討は, 一 つ の条件
につ き毛髪試料 6本を使用 し, 最適加熱時間の検討は 一 つ の条件 につ き毛髪試
料8本を用い て行い , そ れぞ れ平均値を求めたo なお , 得られたデ ー タ につ い
て , 解離された抗体量が温度に よる影響を受けて い るか どうか , 温度を変動要
74
因とする分散分析を行 っ て検定を行 っ た｡
2-5 確立 した検査方法の検証
毛髪の ために確立したモ ノク ロ - ナル 抗体を用い た解離試験の手順は以下 の
とおりで ある｡
(ア) 毛髪試料を中性洗礼 水 , メ タ ノ
ー ルで 洗浄した後, エ ー テ ルで脱脂 するo
(イ)毛髪試料を プ レス 式圧挫機を用 い て圧挫する ｡ 圧挫 した毛髪試料を抗 A 札
抗 B 用, 抗 H 用 と して 2c m :1 cm :1 c m に分割する｡
(ウ) アク リル製血清希釈盤 の ウ ェ ル 内に抗 A , 抗 B 抗体 (和光純薬製)および
抗 H レクチ ン (ホ ー ネ ン社製) をそ れぞ れ 一 滴づ つ 滴下 し, 圧挫 した毛
髪試料を浸 して抗体を感作させ る ｡ 4
o
Cで 一 晩静置する ｡
(エ)洗浄液と して 0.05% Tw e e n20添加生理食塩水を満た した 3 本の試験管 に,
抗 A, 抗 B , 抗 H抗体を感作させ た毛髪試料をそれぞ れ移 し, 試験管を転
倒混和後, 氷冷下, 洗浄液を吸引す る . こ の洗浄操作を, Tw e en20漆加生
理食塩水で 2 回 , 生理食塩水 で 3回行うo
(オ)試験管を氷から取り出 し, 解離液 と して , 0･5%ゼ ラ チ ン添加生理食塩水溶
液を パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ トで 一 滴加える ｡ 試験管の 温度を室温まで 戻 して か
ら, 恒温水槽内におい て 53
oCで 1 0分間加 温する｡
(カ) パ パイ ン処理済み指示血球浮遊液(A B O型 とも に) を加え, 1,000rpm で
1 分遠心し, 凝集を観察 して判定す る ｡ なお , 血球の パ パイ ン処理は, 常
法に従 っ て行 っ た 147)ら
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上記の 方法をブライ ン ドテ ス トによ っ て検証した｡
ブライ ン ドテ ス トに用い た検査材料は , 健常な日本人(A 型 1 0人 , B 型 8人 ,
o 型 13人 , A B型 2人)より任意 に提出された頭毛の うち, 太 さ 70pm - 10 0pm
であり , か つ 長さ 4c m 以上 の 毛髪の中から 60本を使用 した ｡
検査を行わない者 1名が , 6名の検査者 に対 して , そ れぞれ 10 本の 毛髪資料
を配付 し , 検査 を行 っ た｡ 検査者には , 配付され た資料中に, どの 血液型 の 毛
髪が何本含まれるかとい う情報は示されて い ない ｡ また , 各検査者に配布され
た毛髪資料 の 血液型別 の 本数比は , 各検査者間で 同 一 とは限 らず, こ の 事笑も
検査者に は知 らされて い ない ｡
毛髪か らの A B O式血液型検査 の 判定結果は , A , ち , 0 ある い 披 A B の いず
れか の型 で表記 し, 明確な型判定がで きな い と判断 したもの に つ い て は判定保
留とした . なお , 頭毛提供者の A B O式血液型は , 提供者から採取 した血球を
用 い て検査した｡
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